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Referat 
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entzündliche 
Bindegewebserkrankung mit bevorzugtem Befall der Gelenke. Es bestimmen 
Knorpel- und Knochendestruktionen das Krankheitsbild. Eine Schlüsselrolle in 
der Pathogenese nehmen proliferierende, synoviale Fibroblasten (RASF) durch 
Auflösung der extrazellulären Matrix (EZM), durch Interaktion mit 
immunkompetenten Zellen und durch Produktion pro-inflammatorischer Zytokine 
ein. Die vorliegende Arbeit zeigt die Migrationseigenschaften von RASF und 
zwei verschiedenen murinen (LS48) und humanen (TK188) Fibroblastenzelllinien 
in einem In-vitro-Migrationsassay. Es wird der Einfluss von Antikörpern sowie 
verschiedener EZM-Komponenten auf die Migration der Zelllinien untersucht. 
Die nachfolgende Analyse phänotypischer Charakteristika stellt dabei die 
besondere Rolle der genannten Fibroblastenzelllinien heraus, welche eine Reihe 
von Gemeinsamkeiten untereinander und mit RASF besitzen. Sie zeigen ebenso 
erhöhte Migrationsaktivität unter dem Einfluss eines Chemoattraktants und 
besitzen ähnliche Destruktionsmuster von Kollagenmatrizen. Beide Zellreihen 
exprimieren mehr RASF-typische Proteasen, Adhäsionsmoleküle und 
immunologisch agierende Proteine als nicht pathologisch transformierte 
Fibroblasten. Ebenso weisen sie eine gesteigerte Stoffwechselaktivität und 
Proliferationstätigkeit auf. Diese in vitro erbrachten Hinweise auf mögliche 
Knorpeldestruktionen sollten Anlass für weitere In-vivo-Studien zu den genannten 
Zelllinien geben.  
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Die rheumatoide Arthritis (RA; Synonym: chronische Polyarthritis, cP) ist eine 
chronisch verlaufende, autoimmunreaktive Bindegewebserkrankung, welche vorrangig 
durch eine progressive, entzündliche Gelenkdestruktion charakterisiert ist (Galesić et 
al., 2009; Scott et al., 2010).  
Es wird vermutet, dass die Ätiologie dieser Erkrankung multifaktoriellen Ursprungs ist. 
Eine wahrscheinliche Theorie besagt, dass die Zusammensetzung aus individueller 
genetischer Prädisposition, Umweltfaktoren sowie der mögliche Kontakt mit einem 
infektiösen Agens und daraufhin fehlgeleiteter Immunantwort zur Erkrankung führt. 
Bisher ist nicht eindeutig geklärt, ob die beschriebene Autoimmunreaktion ursächlich 
Ursache oder Resultat der Entzündung darstellt (Marrack et al., 2001; Silman & 
Pearson, 2002; Smith & Haynes, 2002). 
Es ist bekannt, dass im Verlauf die Proliferation synovialer Zellen stattfindet und es zur 
Migration und Rekrutierung immunkompetenter Zellen kommt. Im Zuge der sich 
verstärkenden Entzündung folgt die Ausschüttung einer Vielzahl von Zytokinen und 
Proteasen durch diverese beteiligte Zelltypen, darunter insbesondere Synoviozyten und 
Makrophagen (Fan et al., 2012; Mitra et al., 2012; Yarilina et al., 2012).  
So findet im Verlauf der Erkrankung ein Umbau der synovialen Gelenkhaut zu einem 
sogenannten Pannus, einem invasiven Gewebe, statt. Die Invasivität des Gewebes wird 
hauptsächlich von Proteasen vermittelt, welche die interzelluläre Substanz auflösen 
können. Dieser Prozess führt zur Affektierung des Knochens und zu den 
charakteristischen Symptomen der RA (Ainola et al., 2005). 
Ein typisches Kennzeichen der RA ist die beidseitige Synovitis der stammfernen 
Gelenke, meist der kleinen Finger- und Zehengelenke. Sie führt zu Schwellungen, zu 
Gelenkschmerz mit Morgensteife, zu Bewegungseinschränkung und auch zu 
allgemeinem Krankheitsgefühl. 
Die symptomatische Therapie besteht aus dem Einsatz von Analgetika, nicht-
steroidalen Antiphlogistika, Glukokortikoiden und der sehr heterogenen Gruppe der 
Basistherapeutika (Chan et al., 2010; Scott et al., 2010; Smolen et al., 2007). Außerdem 
bestehen chirurgische Interventionsmöglichkeiten. 
Dennoch ist bisher keine kausale Therapie dieser Erkrankung bekannt, daher ist die RA 




Im Jahr 1987 wurden am „American College of Rheumatology“ (ACR) erstmals 
Klassifikationskriterien für die RA erstellt. Es zeigte sich jedoch, dass anhand der 
Kriterien die RA in besonders frühen Stadien nicht zuverlässig diagnostiziert werden 
konnte. Aufgrund dieser Tatsache wurden im Jahr 2010 die Kriterien von der „European 
League Against Rheumatism“ abgeändert (EULAR), um auch Erkrankungen in einer 
sehr frühen Phase korrekt diagnostizieren zu können. Ein Überblick der heute gültigen 
Diagnosekriterien ist in Tabelle 1 gegeben. Als große Gelenke gelten dabei Hüft-, 
Knie-, Schulter- und Ellenbogengelenk. Kleine Gelenke sind Handwurzel-, 
Metakarpophalangeal-, proximale Interphalangeal-, und Metatarsophalangealgelenke 
(Klarenbeek et al., 2010). Bei einer Übereinstimmung in mindestens 6 Punkten gilt die 
Diagnose der RA als gesichert. 
 
Tabelle 1: Diagnosekriterien der ACR/EULAR  
(Herold, 2011: S. 633; Klarenbeek et al., 2010) 
 
ACR/EULAR-Diagnosekriterien für die RA Punkte 
Gelenkbeteiligung  
1 großes Gelenk 0 
2-10 große Gelenke 1 
1-3 kleine Gelenke 2 
4-10 kleine Gelenke 3 
> 10 Gelenke (mindestens 1 kleines Gelenk) 5 
Serologie  
Negative RF und negative CCP-AK 0 
Niedrig-positive RF oder niedrig-positive CCP-AK 2 
Hoch-positive RF oder hoch-positive CCP-AK 3 
Akute-Phase-Reaktion  
Unauffälliges CRP und unauffällige BSG 0 
Erhöhtes CRP oder beschleunigte BSG 1 
Dauer der Beschwerden  
< 6 Wochen 0 




1.1 Pathogenese der RA 
Die komplexe Pathogenese der RA ist bis heute nicht vollends aufgeklärt und nur 
teilweise verstanden. Die autoimmunpathologische Theorie stellt ein arithrogenes, 
möglicherweise infektiöses Agens in den Mittelpunkt ihrer Betrachtung. Das potentielle 
Antigen interagiert mit Zellen der Synovia und löst so eine chronisch gesteigerte, 
humorale und zelluläre Immunantwort aus (Riede et al., 2009: S. 277). 
Auf zellulärer Ebene bestimmen Makrophagen, CD4
+
-T-Zellen und B-Zellen das Bild 
der chronischen Entzündung (Webster et al., 1981). Dieser Umstand unterstützt die 
sogenannte T-Zell-Hypothese, welche autoreaktive, gewebeinfiltrierende T-Zellen als 
Auslöser des destruierenden Entzündungsprozesses bestimmt. B-Zellen präsentieren 
Antigene mittels der HLA Moleküle, sezernieren Rheumafaktoren (RF) und setzen so 
die Aktivierungskaskade der T-Zellen in Gang. Während der letzten Jahrzehnte ist es 
außerdem gelungen, eine Vielzahl an Zytokinen und Entzündungsmediatoren dieses 
Prozesses zu identifizieren und so die T-Zell-Hypothese zu unterstützen. Es herrscht 
jedoch eine weitgehende Übereinstimmung darüber, dass viele unterschiedliche 
Faktoren in immungenetisch prädispositionierten Individuen interagieren und so eine 
destruktive Synovitis auslösen. Der Prozess ist dabei selbsterhaltend. Diese Erkenntnis 
führte dazu, in den letzten Jahren von der Theorie aktiver Signalgeber und passiv 
reagierender Zellen Abstand zu nehmen und viele verschiedene Zelltypen, unter 
anderem Synoviozyten, als aktive Mediatoren des Krankheitsgeschehens zu betrachten 
(Firestein et al., 1996).  
1.2 Die Funktion synovialer Fibroblasten 
In diesem Sinne wurden synoviale Fibroblasten (SF) als weitere Schlüsselzellen bei der 
Pathogenese der RA identifiziert. Sie werden lokal aktiviert und sind für die direkte 
Zersetzung von Knorpel und indirekte Destruktion von Knochen verantwortlich (Baier 
et al., 2003). Diese Fibroblasten sind nicht-vaskuläre, nicht-epitheliale Zellen 
mesenchymalen Ursprungs und können die Proteine der extrazellulären Matrix (EZM), 
aber auch Enzyme zum Abbau der EZM bilden. Sie werden als gewebsständig aber 
beweglich definiert. Die Synoviozyten sind in einen fibroblastischen Typ B (Fibroblast 
Like Synoviocytes, FLS) und einen makrophagenähnlichen Typ A (Macrophage Like 
Synoviocytes, MLS) unterscheidbar. In vivo sind beide Zelltypen aufgrund ihres 




Im gesunden Gelenk steht die Intima in direktem Kontakt zur Gelenkhöhle, umfasst ein 
bis drei Zellschichten und ist frei von Blutgefäßen. (Iwanaga et al., 2000). 
Physiologisch erfüllen die FLS hier die Aufgaben reifer Stromazellen. Sie formen und 
erhalten die Gelenkkapsel, indem sie Kollagene, Laminin und Fibrillin produzieren. 
Weiterhin sezernieren FLS Hyaluronsäure, welche als Schmiermittel direkt in der 
Gelenkhöhle für reibungsarme Funktionalität sorgt, aber auch immunmodulatorisch 
wirkt. Kontrollierte Mengen von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) werden als EZM-
degradierende Enzyme zum Remodeling der Gelenkfläche ausgeschüttet (Abeles & 
Pillinger, 2006). 
1.3 Rheumatoide Transformation der FLS 
Rheumatoide synoviale Fibroblasten (RASF) als krankheitsdefinierende Zellen sind 
durch eine tumorartige Transformation der FLS gekennzeichnet, welche das aggressive 
und invasive Verhalten gegenüber angrenzenden Geweben erklärt (Abeles & Pillinger, 
2006). Mikroskopisch betrachtet sprechen dafür der große, helle Zellkern und mehrere 
erkennbare Nukleolen. Dazu gehören auch die vermehrte Expression von Proto-
Onkogenen, die verminderte Expression von Tumor-Suppressorgenen und eine relative 
Apoptoseresistenz (Kinne et al., 1995; Pap et al., 2000a). Darauf hinweisend sind ihr 
aktiver RNA-Metabolismus und die Fähigkeit über diverse Passagen in einer Zellkultur 
vermehrt werden zu können (Lafyatis et al 1989). Weitere wichtige Merkmale der 
RASF sind die Fähigkeit am Gelenkknorpel zu adhärieren, mittels invasiven Wachstums 
durch die EZM in den Knorpel vorzudringen und eine lokale Gewebsdestruktion zu 
unterhalten (Pap et al., 2000a). Daher wird die zuvor beschriebene strenge Organisation 
der Intima im Rahmen der Pannusbildung verworfen und die intimale Zellebene 
schwillt auf bis zu zwanzig Zellschichten mit lokaler Vaskularisierung an. Aufgrund 
dieser Merkmale schätzt das deutsche Krebsforschungszentrum den durch RASF 
gekennzeichneten Prozess als „tumor-like proliferation“ ein (Li & Makarov, 2006). 
Dennoch entsprechen die Eigenschaften der RASF nicht gänzlich denen von Tumoren, 
da eine ausgeprägte Autonomie der RASF ausbleibt und ihre Aktivität über 






Aufgrund der Erkenntnisse über RASF wurde die These der primär T-Zell-abhängigen 
Erkrankung während der letzten Jahre zunehmend verworfen (Kontoyiannis & Kollias, 
2000). Bei Experimenten mit immundefizienten Mäusen wurde eine Destruktion des 
Knorpels auch ohne Anwesenheit von Immunzellen oder immunologischer Stimuli 
unterhalten, was die T-Zell-Hypothese erneut unwahrscheinlich erscheinen lässt (Geiler 
et al., 1994; Müller-Ladner et al., 1996). Vielmehr kommt man zu der Erkenntnis, dass 
RASF als lokale fibroblastenartige Zellen einen großen Beitrag zur Progredienz der 
Erkrankung leisten. Das natürliche Gleichgewicht von Auf- und Abbau der 
extrazellulären Knorpelmatrix wird durch die RASF gestört. Es überwiegt die 
Degradation der EZM durch eine Überproduktion von proteolytischen Enzymen wie 
MMPs und Kathepsinen.  
1.4 Die extrazelluläre Matrix 
Die extrazelluläre Matrix (EZM) besteht aus interzellulärem Material, welches durch 
die angrenzenden Zellen synthetisiert und sezerniert wird. Die Zusammensetzung der 
EZM variiert zwischen den einzelnen Gewebetypen, weist aber immer zwei 
Grundkomponenten auf: Proteoglykane und Proteinfasern. Daneben existieren 
Gewebshormone, Elektrolyte und eine Vielzahl verschiedenster Nährstoffe (Silverthorn, 
2009: S. 104). 
Die unlöslichen Proteinfasern sind die adhäsiven Glykoproteine Fibronektin, Kollagen 
oder Laminin. Diesen Fasern kommt die Funktion des mechanischen, interzellulären 
Stabilitäterhalts zu. Verknüpfungen zwischen den Proteinen der EZM und 
Oberflächenmolekülen der Zellmembran stellen Möglichkeiten zur Kommunikation der 
Zellen mit der äußeren Umgebung dar (Yanagishita, 1993). Dabei ist die EZM-
Zusammensetzung von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich. Im Knochen enthält die 
EZM zusätzlich anorganische Bestandteile und andere Kollagenmengenverhältnisse, die 
eine besondere Druck- und Zugfestigkeit verleihen. Im hyalinen Knorpel finden sich ein 
Netzwerk von Kollagenfibrillen sowie hauptsächlich Aggrekan und verleihen dem 
Knorpel Zugfestigkeit, die Möglichkeit zur osmotischen Wasseraufnahme und 
zusätzliche Elastizität (Gentili & Cancedda, 2009). Aufgrund dieser Eigenschaften wird 
die EZM auch als Klebstoff zwischen den Zellen bezeichnet wird (Karp, 2005: S. 311). 
Neben den gennanten Funktionen übernimmt die EZM außerdem eine aktive Rolle bei 
physiologischen Prozessen wie Wachstum, Entwicklung, Migration und Zelltod. Daher 
sind eine ganze Reihe von Erkrankungen mit Überproduktion oder Degradation der 
Einleitung 
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EZM verbunden. Dazu gehören beispielsweise die chronische Herzinsuffizienz, 
Osteoporose, Fibrose von Organen oder die Metastasierung von Tumorzellen. Auch die 
Gelenkdestruktion durch RASF wird ähnlich wie bei der Tumormetastasierung durch 
EZM-Abbau realisiert. Im Krankheitsverlauf kann dabei auch die Basalmembran des 
Gewebes, hauptsächlich gekennzeichnet durch einen hohen Gehalt an Laminin und 
Kollagen IV, überwunden werden (Wolf & Friedl, 2011). 
1.5 Beteiligte Zytokine 
Nach Aktivierung der RASF wird eine Vielzahl von Chemo- und Zytokinen 
ausgeschüttet, welche unter anderem Einfluss auf migrierte Immunzellen und 
benachbarte Endothelzellen nehmen und so die komplexe Zerstörung von Knorpel- und 
Knochenstrukturen vorantreiben (Tarner et al., 2003).  
Einigen wichtigen Zytokinvertretern wie dem Tumor Nekrose Faktor α (TNF-α), 
Interleukin 1 (IL-1), IL-6, IL-8, IL-23 sowie IL-17 konnten bereits eine maßgebliche 
Beteiligung an synovialer Entzündungsaktivität nachgewiesen werden. Abgesehen von 
lokalen pro-inflammatorischen Eigenschaften besitzen einige Zytokine weitere 
systemische Wirkungen. Dazu zählen beispielsweise die Bildung von Akute-Phase-
Proteinen, die Ausbildung einer Entzündungsanämie, eine Osteoporoseneigung oder die 
Beteiligung der hypothalamisch-hypophysären Hormonproduktion mit resultierender 
Depression (Choy, 2012). 
Der IL-23/IL-17-Achse kommt bei der Pathogenese eine besondere Bedeutung zu. Erst 
die Ausschüttung von IL-23 ermöglicht die überschießende Produktion der potenten 
pro-inflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6. Über die gekoppelte IL-17 
Ausschüttung wird Receptor Activator of NF-κB Ligand (RANKL, CD254) von 
mesenchymalen Zellen vermehrt exprimiert und so die Differenzierung zu Osteoklasten 
vermittelt, die ihrerseits die Knochensubstanz auflösen (Paradowska-Gorycka et al., 
2010). 
TNF-α ist das wohl am besten erforschte Zytokin im Rahmen der RA. Nicht zuletzt 
zielen aktuelle Anti-TNF-α-Therapien, auch Biologika-Therapien genannt, auf die 
Blockade dieses Signalweges ab. TNF-α ist der dominanteste Regulator von IL-1, daher 
steigen die Serumspiegel von IL-1 bei erhöhtem TNF-α-Titer. Mittlerweile wird TNF-α 
als der Hauptakteur einer Aktivierungskaskade pro-inflammatorischer Zytokine 
angesehen. Große therapeutische Erfolge mit Anti-TNF-α-Therapien belegen diese 
These (Hashizume & Mihara, 2011). 
Einleitung 
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IL-1 regt die Produktion von MMPs und Kathepsinen durch Chondrozyten an und 
fördert so die perichondrozytäre Knorpeldegradation (Neumann et al., 2010). 
Insbesondere IL-6 fördert im weiteren Verlauf die lokale Neovaskularisation, die 
Infiltration von Entzündungszellen und steigert die Osteoklasten- und 
Fibroblastenaktivität mit daraufhin folgender Mehrproduktion von MMPs (Feldmann et 
al., 1996).  
1.6 Enzymatischer Verdau durch Proteasen 
Unter den beteiligten Proteasen sind vor allem die Matrix-Metalloproteinasen und die 
Kathepsine hervorzuheben. MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-10 und MMP-13 
sowie die Kathepsine L, K und B sind für die Invasion des Gelenkknorpels durch ihre 
proteolytischen Eigenschaften mitverantwortlich (Pap et al., 2000b). Sie sind die 
Enzyme, welche die EZM mit ihren einzelnen Komponenten abbauen können. Jedes 
genannte Enzym besitzt eine dabei individuelle Affinität zu den verschiedenen 
Elementen der EZM, beispielsweise den Kollagenen. So können einige Proteasen 
bestimmte Kollagene entsprechend der Substratspezifität besonders effektiv abbauen. 
Die komplexe Wirkungsweise der Matrix-Metalloproteinasen ist gekennzeichnet durch 
eine Vielzahl von Faktoren, die ihre Aktivität regulieren. Einige MMPs besitzen auch 
die Möglichkeit die Aktivität anderer MMPs zu modifizieren. Dies gilt vor allem für 
membranständige MMPs (Membrane Type Matrix Metalloproteinases, MT-MMPs). 
Andere liegen zunächst als inaktive Präkursor vor, und werden mittels 
Zymogenaktivierung in die aktive Enzymform umgewandelt. Korrespondierend zu den 
MMPs gibt es auch Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen (Tissue Inhibitors of 
Metalloproteinases, TIMPs). Die Aktivität der MMPs wird durch spezifische Bindung 
der TIMPs an das katalytische Zentrum inhibiert. Durch diese Mechanismen kann das 
Remodeling von Geweben realisiert werden (Keyszer et al., 1995; Ye et al., 1996). 
1.7 Wichtige Oberflächenmoleküle 
Die Wirkungsvielfalt und Effektivität der an der RA beteiligten Zytokine und Proteasen 
wird außerdem durch das Spektrum der Oberflächenmoleküle auf den RASF definiert. 
Dazu gehören Adhäsionsmoleküle, Zytokinrezeptoren und vor allem immunologisch 
bedeutsame Oberflächenmoleküle. 
Es konnte gezeigt werden, dass Adhäsionsmoleküle (CAMs, Cell adhesion molecules) 
bei der Aktivierung sowie bei der transendothelialen Migration von synovialen 
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Fibroblasten beteiligt sind. ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106), α/β-Integrin-
Rezeptoren (CD51/CD61), HCAM (CD44), E-Selektin (CD62E) und EMMPRIN 
(CD147) sind einige Vertreter dieser Molekülgruppe, denen bereits erhöhte Expression 
im Rahmen der RA nachgewiesen werden konnte. Sie ermöglichen RASF nicht nur den 
Kontakt mit der EZM, sondern auch die Interaktion untereinander und mit benachbarten 
Zellen. Durch ihre Bindung an den Knorpel wird die Inflammation und die Destruktion 
verstärkt (Neidhart et al., 2005; Veale & Maple, 1996; Zhu et al., 2006). 
RASF tragen außerdem Toll-like Rezeptoren (TLRs) wie TLR-2 (CD282), TLR-3 
(CD283) sowie TLR-4 (CD284) auf ihrer Oberfläche und können so auf 
organismusfremde Glykolipide und endogene Proteine wie TNF-α oder Hyaluronsäure 
reagieren. Die vermehrte Expression von TLRs resultiert in erhöhter Ausschüttung von 
IL-6 und MMPs (Brentano et al., 2009). 
Auch der Decay Accelerating Factor (DAF, CD55) wurde auf RASF erhöht exprimiert 
nachgewiesen und schützt die Zellen unter anderem vor komplementvermittelter Lyse 
(Edwards, 2000).  
Trotz fortschreitender Charakterisierung der RASF ist es bisher nicht gelungen ein 
uneingeschränkt zelldefinierendes Oberflächenmolekül, wie beispielsweise CD20 für B-
Zellen, zu identifizieren. Daher können RASF im Gewebe nicht eindeutig von anderen 
Zellen unterschieden werden. Dieser Umstand hat die Folge, dass keine 
immunologische Therapie ohne Nebenwirkungen existiert (Abeles & Pillinger, 2006). 
1.8 Wissenschaftliche Modelle zur Untersuchung der RA 
Die bislang noch unvollständig geklärte Pathogenese und die fehlende Kenntnis einer 
eindeutigen Ätiologie sowie kausaler Therapien haben dazu beigetragen, verschiedenste 
Modelle zur Untersuchung der RA zu entwickeln.  
Untersuchungen an transformierten RASF beschränken sich meist auf Gewebeproben 
der Rheumachirurgie und stehen in vielen Fällen von Patienten im fortgeschrittenen 
Krankheitsstadium zur Verfügung. In diesem Zusammenhang wurden eine Vielzahl von 
wissenschaftlichen Modellen zur Untersuchung der RA etabliert. Sowohl In-vivo- als 
auch In-vitro-Modelle sollen unter reproduzierbaren Bedingungen funktionieren, 





Tiermodelle, welche klinische Symptome und Charakteristika der RA nachstellen, sind 
für die aktuelle Forschung unerlässlich. Erkrankungen mit besonders umfassender 
Pathophysiologie wie die RA, lassen sich an komplexen Organismen damit gut 
darstellen. Typische Tiermodelle finden ihre Anwendung zumeist bei Mäusen oder 
Ratten, also leicht erhältlichen Spezies, unter einfach reproduzierbaren, experimentellen 
Bedingungen. Die Verwendung von In-vivo-Modellen ermöglicht jedoch keine 
uneingeschränkt gültigen Rückschlüsse auf die menschliche RA, da sich vor allem 
immunpathologische Prozesse nur bedingt nachstellen lassen. Dabei können in 
unterschiedlichen wissenschaftlichen Ansätzen Arthritiden hervorgerufen werden, 
welche in Teilaspekten verschiedenen Charakteristika der menschlichen RA 
entsprechen. Dabei wird zwischen induzierten und spontan auftretenden Arthritiden 
unterschieden. 
 
Innerhalb der experimentellen Anwendung haben sich die Modelle der induzierten 
Arthritiden durchgesetzt. Die meisten Forschungsergebnisse werden auf Grundlage der 
Adjuvans-induzierten Arthritis (AIA) sowie der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) 
gewonnen. Darüber hinaus besteht die Möglichkeit eine Kollagen-Antikörper-induzierte 
Arthritis (CAIA) sowie eine Antigen-induzierte Arthritis zu untersuchen (Ganten, 2003: 
S. 225). Bei der AIA wird ein Freund-Adjuvans in die Schwanzbasis von Mäusen oder 
Ratten injiziert. Das Freund-Adjuvans ist eine Wasser/Öl-Emulsion, die abgetötete 
Bestandteile des Mycobacterium tuberculosis enthält. Im Gegensatz dazu wird bei der 
CIA eine Arthritis durch die intraartikuläre Injektion von Kollagen II hervorgerufen. Die 
Antigen-induzierte Arthritis beruht auf dem Prinzip der intraartikulären Applizierung 
eines Antigens bei immunisierten Mäusen (Ganten, 2003: S. 225). 
 
Die Gruppe der spontan destruktiven Arthritiden ist bei gendefekten Tieren zu 
beobachten. MRL/lpr-Mäuse entwickeln spontane Arthritiden durch eine Mutation im 
Fas-Gen und einen daraus resultierenden, defekten Apoptosemechanismus 
(Theofilopoulos et al., 1983). Die HLA-B27 Arthritis ruft bei transgenen Ratten einen 
Spondylarthropathie-ähnlichen, chronischen Verlauf hervor (Lussier & de Medicis, 
1983). Des Weiteren sind spontane Arthritiden bei TNF-transgenen Mäusen bekannt 




Um die Rolle der RASF innerhalb der Pathogenese der RA noch genauer betrachten zu 
können, wurden Modelle entwickelt, welche die Auswirkungen von 
Fibroblastentransplantationen in Tieren untersuchen. Insbesondere das Modell der 
severe combined immunodeficiency-(SCID)-Maus eignet sich hierfür besonders, da 
Transplantate hier nicht als körperfremd erkannt und somit kaum abgestoßen werden. 
Die 1983 durch Bosma et al. erstmals beschriebene SCID-Maus ist äußerst 
immundefizient, da sie keine funktionstüchtigen B- und T-Zellen besitzt. Dies resultiert 
in der hochgradig reduzierten Nachweisbarkeit sämtlicher Immunglobuline und beruht 
auf einer homozygoten Mutation des SCID-Genlokus auf Chromosom 16. Die SCID-
Maus stellt jedoch kein Lebewesen ohne Immunsystem dar. Insbesondere die 
Bestandteile der angeborenen, unspezifischen Immunabwehr wie Makrophagen, NK-
Zellen oder Granulozyten können weiterhin aktiv auf die Transplantate einwirken 
(Bosma et al., 1983; Ganten, 2003: S. 226).  
 
Seit der Entdeckung der SCID-Maus haben sich verschiedene neue Ansätze zur 
Erforschung der RA geboten. Zunächst wurden humanes Knorpelgewebe und humane 
RASF unter die Nierenkapsel von SCID-Mäusen implantiert. Eine Knorpelaffektion mit 
beginnender Destruktion durch proliferierende Synovialfibroblasten konnte innerhalb 
von 100 Tagen nachgewiesen werden (Geiler et al., 1994).  
Sack et al. transplantierten ebenfalls 1994 synoviales Gewebe von RA-Patienten in 
Kniegelenke von SCID-Mäusen. Auch hier konnte eine Knorpeldestruktion beobachtet 
werden. Außerdem wurde erkannt, dass nicht die humanen Zellen eine Knorpelaffektion 
verursachten, sondern eine Rekrutierung und Aktivierung der murinen 
Synovialfibroblasten stattfand. Histologisch wurde das Bild der Entzündung von 
murinen Makrophagen und murinen dendritischen Zellen dominiert (Sack et al., 1994). 
Eine in nachfolgenden Experimenten alleinige Implantation dieser invasiv wachsenden, 
murinen Fibroblasten in die Kniegelenke der SCID-Maus erbrachte innerhalb von 10 
Tagen ein invasiv proliferierendes Pannusgewebe (Sack et al., 1999). Daraus wurde die 
murine Zelllinie LS48 (Europäisches Patent Nmr: EP 1 160 316 A1) isoliert, welche 






Die Verwendung von In-vitro-Modellen hat in der Erforschung der RA ebenfalls einen 
hohen Stellenwert. In-vitro-Untersuchungen ermöglichen dier Herauslösung einzelner 
Elemente aus der komplexen Pathophysiologie der RA. Diese können dann unter leicht 
reproduzierbaren Bedingungen untersucht werden. Auf diese Weise können einzelne 
Zelltypen und Gewebe, deren unterschiedliche Genexpression und Zytokininteraktionen 
sowie enzymatische Vorgänge genauer untersucht werden. 
 
Unterschiedliche Versuchsmodelle können dabei differenziert werden: Zellkulturen, 
Gewebekulturen, Zell-Gewebe-Kulturen und Kulturen mit künstlichen 
Knorpelmatrizen. 
Während Zellmonokulturen Aussagen über einzelne Zelllinien ermöglichen, können 
anhand von Zell-Zell-Kokulturen Aussagen über Interaktionen zwischen verschiedenen 
Zelllinien -oder typen getroffen werden (Miki et al., 2012). 
Durch die Anlage von Gewebekulturen ergibt sich ein weiterer experimenteller Zugang. 
Knorpel- oder Synovialgewebe können getrennt voneinander oder als Kokultur angelegt 
werden. Häufig wird Knorpelgewebe mit Chondrozyten als Hauptbestandteil einer 
Monokultur angelegt, um anschließend eine Knorpeldegradation herbeizuführen. 
Verschiedene Substanzen können als katabole Stimuli zur Destruktionsinduktion 
eingesetzt werden. In einem zweiten Schritt werden Parameter für die 
Knorpelmatrixauflösung erfasst. Dazu gehören unter anderem die Messung von 
Proteoglykan- und Kollagen-II-Freisetzung, NO2-Freisetzung, Expressionserfassung 
von pro-inflammatorischen Zytokinen oder Aktivitätsmessungen von Proteasen und 
deren Inhibitoren (Dogterom et al., 1985; Fossati, 1999; Sittinger et al., 1997). 
Wird Knorpel- und rheumatoides Synovialgewebe als Kokultur angelegt, so kann 
ebenfalls eine Knorpeldegradierung beobachtet werden. Die Mechanismen der 
Quantifizierung und die Verwendung für die Forschung entsprechen im Wesentlichen 
denen der Knorpelmonokultur (Fossati, 1999). 
Anhand von Zell-Gewebe-Kokulturen können einzelne interagierende Zelltypen 
innerhalb der RA und deren Interaktion mit Knorpelgewebe in vitro genauer eruiert 
werden. Dafür wurde die Nutzung von Zelllinien etabliert, da ihre Stabilität und 
Anzüchtbarkeit einen wesentlichen Beitrag zur Reproduzierbarkeit von Experimenten 
liefern (MacDonald & Benton, 1996; Mastbergen et al., 2002). 
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Auch die Knorpeldestruktion der bereits erwähnten LS48-Zelllinie konnte bereits in 
Zell-Gewebe-Kulturen in vitro nachgewiesen werden (Murr, 2003: S. 56 – 59; Sehm, 
2004: S. 75 – 77). 
 
Eine weitere technische Annäherung an die Untersuchung der RA stellen Chemotaxis-
Assays dar. Das wissenschaftliche Werkzeug zur Realisierung dessen ist die Boyden-
Kammer, benannt nach ihrem Erfinder (Boyden, 1962).  
Die ursprüngliche Kammer besteht aus zwei Kompartimenten, die räumlich durch eine 
Membran mit Poren getrennt sind. Dabei werden in das obere Abteil Zellen in 
Kulturmedium eingebracht, während in das untere Abteil eine Mischung aus 
Zellkulturmedium und einer zu testenden Substanz gegeben wird. Die hier verwendeten 
Reagienzen besitzen meist eine starke Chemoattraktanz. Dem Konzentrationsgefälle 
folgend werden die durch die Membran migrierten Zellen nach einer gewissen 
Inkubationszeit fixiert und ausgezählt.  
Eine der Weiterentwicklungen der Boyden-Kammer stellt das Matrigel-Transwell-
System dar, bei dem RASF eine künstliche extrazelluläre Matrix invadieren und nach 
Passieren der Membran ausgezählt werden (Tolboom et al., 2002). Erprobt wurde dieses 
System 1987 an invasiven Tumorzellen im Vergleich zur nicht-invasiven 




In der Pathophysiologie der RA nehmen aktivierte synoviale Fibroblasten (RASF) eine 
zentrale Rolle ein, indem sie aktiv am humanen Knorpel adhärieren, invasiv 
proliferierend migrieren und den Knorpel damit zerstören. Dabei werden 
zellstabilisierende Komponenten der interzellulären Substanz und der extrazellulären 
Matrix aufgelöst und überwunden. Eine Vielzahl matrixdegradierender Enzyme, 
Chemo- und Zytokine sowie interagierende Rezeptoren sind an diesem Prozess 
beteiligt. 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das Migrationsverhalten der RASF in vitro mittels 
muriner und humaner Zellkulturen sowie primärer humaner Fibroblasten unter 
Verwendung künstlicher Kollagenmatrizen in einem Chemotaxisassay nachzustellen. 
Außerdem soll Ursachenklärung für ein mögliches unterschiedliches Migrations- und 
Invasionspotential betrieben werden. Zusammenfassend sollen folgende 
Fragestellungen in dieser experimentellen Arbeit geklärt werden: 
 
1.) Ist in einem Migrationsassay die Invasivität der murinen Zelllinie LS48 
nachzuweisen? 
 
2.) Wie verhalten sich humane primäre Zellen aus rheumatoidem Synovialgewebe 
im Vergleich zu Zelllinien in diesem Migrationsassay? 
 
3.) Beeinflussen Kollagen- und Matrigelbeschichtungen in einem Migrationsassay 
das Invasionsverhalten von Fibroblasten? 
 
4.) Haben Kollagen-II-Antikörper Einfluss auf das Invasionsverhalten von 
Fibroblasten bei Migration durch eine Kollagen-II-Matrix? 
 
5.) Welche Ursachen liegen unterschiedlichem oder ähnlichem Invasionsverhalten 
zu Grunde?  
 
5a) Werden RASF-typische Proteasen exprimiert? 
5b) Werden RASF-typische Oberflächenmoleküle exprimiert? 
Material und Methoden 
14 




 Petrischale, steril  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Steriles Besteck  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 CO2-/H2O-Brutschrank  Forma Scientific, Waltham, 
USA 
 Laminar Flow Box  PMV „Clean Air”, Thermo Life 
Science, Egelsbach, 
Deutschland 
 Vortex-Genie 2  Scientific Industries, New 
York, USA 
 Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)  Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 
 Pipetus®-akku (Pipettierhilfe)   Hirschmann Laborgeräte, 
Eberstadt,  
Deutschland 
 Pipettenspitzen (10 µl, 100 µl, 1000 µl)  Sarstedt, Newton, USA 
 Falcon-Tubes 50 ml  BD Biosciences, Bedford, USA 
 Mikroskop “Axioskop”  Carl Zeiss Jena, Deutschland 
 Zellsiebe 70 µm  VWR, Darmstadt, Deutschland 
 Zellkulturflaschen 75cm³, 150cm³  Greiner, Solingen, Deutschland 
 Neubauer Zählkammer  FEIN-Optik Bad Blankenburg, 
Deutschland 
 Zentrifuge „Varifuge 3.ORS“  Heraeus, Frankfurt, 
Deutschland 
 Wasserbad   PD Industriegesellschaft, 
Kassel, Deutschland 
 Kryoröhrchen  Biochrom AG, Berlin, 
Deutschland 
 Kryobox   Roth, Karlsruhe, Deutschland 
2.1.1.2 Zellen & Reagenzien 
 Zellen    Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und 
Zellkulturen (DSMZ), Leipzig, 
Deutschland 
 3T3   DSM ACC 173 
 LS48   DSM ACC 2455 
 TK173  Georg-August-Universität 
Göttingen, Deutschland 
 TK188  Georg-August-Universität 
Göttingen, Deutschland 
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 Phosphate Buffered Saline (PBS)  Biochrom, Berlin, Deutschland 
 NaCl  8,00 g/l 
 KCl  0,20 g/l 
 Na2PO4 1,15 g/l 
 KH2PO4 0,20 g/l 
 MgCl2 x 6 H2O 0,10 g/l 
 CaCl2
  0,10 g/l 
 Trypsin/EDTA   Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Trypsin 0,25 % 
 EDTA  0,2 % 
 Kollagenase II 0,03 g / 30 ml Biochrom, Berlin, Deutschland 
 Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM)  PAA, Dartmouth, USA 
 Low Glucose (LG) 1 g/l 
 L-Glutamin 
 HEPES 25 mM 
 Fetales Kälberserum (FKS)  Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Penicillin   100 U/ml  Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Streptomycin  100 µg/ml Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Kulturmedium  
 DMEM 500 ml 
 FKS  50 ml 
 Penicillin / Streptomycin 5 ml 
 Trypanblau  0,4 % Sigma, München, Deutschland 
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2.1.2 Methodik 
2.1.2.1 Verwendete Zelllinien 
3T3 
Die Zelllinie 3T3 wurde bereits 1962 an der New York University, School of Medicine 
aus Mäuseembryonen isoliert. Sie gilt seither als murine Standard-Fibroblastenzelllinie. 
Die eigentümliche Abkürzung 3T3 stammt aus dem Kulturprotokoll der Zellen. Diese 
wurden aller drei Tage auf drei neue Kulturflaschen verteilt. Die Zellen immortalisierten 
spontan nach 20-30 Generationen und sind seitdem zu Forschungszwecken geeignet. 
Durch ihre wenig invasiven Eigenschaften dienen sie in den erfolgten Experimenten als 
Kontrollgruppe zu invasiven Fibroblasten (Albini et al., 1987; Todaro & Green, 1963). 
 
 
Abbildung 1: Zelllinie 3T3, Vergrößerung 40x 
LS48 
Die invasive, murine Fibroblastenzelllinie LS48 wurde 2005 isoliert und charakterisiert 
(Sack et al., 2005b). Ergebnisse der Charakterisierung waren eine erhöhte 
Proteinsynthese, Sezernierung von TNF-α und IL-6 sowie die erhöhte Expression der 
Gene für MMP-2 und MMP-9. Außerdem konnte in einer Genanalyse gezeigt werden, 
dass die Expression von p53 reduziert war und andere zahlreiche Transformationen 
vorlagen. Diese Befunde passen zur tumorartigen Transformation der RASF. Die 
intraartikuläre Injektion dieser Zellen in Kniegelenke von SCID-Mäusen ermöglichte 
die Beobachtung der Gelenkdestruktion in vivo. Eine Migration dieser Zellen in den 
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Knorpel mit anschließender Zerstörung dessen unter Einfluss verschiedener Proteasen 
konnte erfasst werden. Daher eignet sich die Zelllinie zur Erfassung der Effekte 
anti-rheumatischer Therapien und Milieuveränderungen bei der Knorpeldestruktion 




Abbildung 2: Zelllinie LS48, Vergrößerung 40x 
TK173 & TK188 
Bei den Zelllinien TK173 und TK188 handelt es sich um humane Fibroblasten, welche 
bei Nierenbiopsien entnommen werden konnten. Sie wurden mittels Transfektion mit 
einem Protoonkogen des Simian Virus 40 immortalisiert. Dabei veränderten sie ihren 
Differenzierungsgrad und ihre Morphologie nicht. Sie wurden von der Abteilung 
Nephrologie und Rheumatologie der Georg-August-Universität in Göttingen zur 
Verfügung gestellt. Die Zellen der Linie TK173 enstammen einer morphologisch 
gesunden humanen Niere. Hingegen leiten sich die TK188 Zellen aus einer Niere mit 
tubulointerstitieller Fibrose bei bekannter IgA-Nephritis ab. Sie stellen somit ein 
pathologisches Korrelat zur Zelllinie TK173 dar (Dihazi et al., 2011). 
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Abbildung 4: Zelllinie TK188, Vergrößerung 40x 
 
2.1.2.2 Isolation von humanen Fibroblasten aus Gewebe 
Das frisch entnommene Gewebe wurde für eine Maximaldauer von 20 Stunden bei 4 °C 
unter antibiotischer Abschirmung mit Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin 
(100 µg/ml) gelagert bevor die Isolation der eigentlichen Fibroblasten erfolgte. Hierzu 
wurde das erhaltene Gewebe zunächst in eine Petrischale überführt und makroskopisch 
überschüssige Teile, wie anhaftendes Fett, entfernt. Mehrmaliges Waschen mit PBS 
wurde so lang durchgeführt bis keine Blutanhaftungen mehr zu erkennen waren. 
Anschließend wurde das Gewebe mit einer Schere weiter zerkleinert. Danach wurde es 
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mit einer 0,1 % Trypsin-Lösung und einem Magnetrührer (400 rpm) bei 37 °C im 
Inkubator 30 Minuten lang vorverdaut. Nachkommend erfolgte die Zentrifugation des 
Gewebes bei 300 x g für 8 Minuten mit darauffolgender Abpipettierung der 
überschüssigen Trypsinlösung. Im Anschluss wurden die 30 ml der 0,1%-igen 
Kollagenase-II-Lösung hinzugefügt und das Gewebe damit zwei Stunden bei 37 °C 
inkubiert. Letztendlich konnte das so angedaute Gewebe durch ein 70 µm Zellsieb 
passiert und Fibroblasten gewonnen werden. Nach anschließender zweifacher 
Waschung mit PBS erfolgte die Zentrifugation der Zellen bei 300 x g für 5 Minuten. 
Schließlich wurde das entstandene Zellpellet im verbleibenden Rest Medium 
resuspendiert und kultiviert. Als Kulturmedium diente DMEM unter Zugabe von 
1% Penicillin/Streptomycin und 10 % fetalem Kälberserum (FKS). 
2.1.2.3 Passagieren von Fibroblasten 
Nach der Aussaat der Zellen benötigen die Fibroblasten Zeit um ihren Stoffwechsel 
wieder vollständig zu reaktivieren und um sich an das Kulturmedium anzupassen. In 
dieser Phase finden nur begrenzt Zellteilungen statt. Daher nennt man sie entsprechend 
der Populationsdynamik lag-Phase. Nach dieser Anlaufphase erreicht die Teilungsrate 
zunächst einen einheitlichen Wert bis die Kultur in eine exponentielle Phase des 
Wachstums übergeht, genannt log-Phase (Dingermann et al., 2002: S. 184). Aufgrund 
der folgenden Abnahme des Nährstoffangebots, der Ansammlung saurer Metabolite und 
durch Kontakthemmung der Zellen untereinander nimmt das Wachstum der Zellkultur 
wieder ab. Daher ist die Passage der Fibroblasten und damit die Bereitstellung einer 
nährstoffreichen Umgebung die Möglichkeit der Wahl um weiteres Wachstum zu 
ermöglichen. 
 
Bei einer mikroskopisch ermittelten Konfluenz der Zellen von etwa 80 % wurden diese 
passagiert. Dabei wurden zunächst das Medium, PBS und die Trypsin/EDTA-Lösung im 
Wasserbad bei 37 °C vorgewärmt. Die weiteren Schritte erfolgten unter sterilen 
Bedingungen mittels einer Arbeitsbank mit Luftabzug. Das verbrauchte Kulturmedium 
wurde verworfen und die Zellen mit PBS einmalig vorsichtig gewaschen. Anschließend 
wurden 8 ml der Trypsin/EDTA-Lösung in die 75 cm³ Zellkulturflasche eingebracht und 
durch Schwenken alle Zellen damit bedeckt. Nach 3 Minuten im Brutschrank bei 37 °C 
wurde das Ablösen der Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert und dann 15 ml 
Kulturmedium als Stopppuffer für die enzymatische Reaktion hinzugegeben. Es erfolgte 
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die Zentrifugation bei 22 °C und einer Schwerebeschleunigung von 300 x g für 
8 Minuten. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet resuspendiert und mittels 
einer Neubauer Zählkammer die Zellzahl bestimmt. Nun konnten jeweils 2 x 10
6 
Zellen 
auf neue 75 cm³ Flaschen verteilt werden. 
2.1.2.4 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer 
Eine Zellzahlbestimmung erfolge in regelmäßigen Abständen für die Vitalitätskontrolle 
der angelegten Kulturen sowie zur Vorbereitung weiterer Experimente. Zunächst wurde 
hierfür eine Färbung mit Trypanblau vorgenommen. Ein Teil Zellsuspension wurde im 
Verhältnis von 1:2 mit Trypanblau versetzt und die Quadrate der Neubauer-Kammer 
unter dem Mikroskop betrachtet. Die avitalen Zellen sowie Zelltrümmer konnten 
angefärbt werden, während die lebenden Zellen durch eine intakte Zellmembran keine 
Farbe aufnehmen konnten. Zunächst wurden alle 16 Kleinquadrade eines Großquadrats 
in der Neubauer Zählkammer betrachtet. Die erzielte Zellzahl wurde dann mit den 
Zellzahlen der anderen 3 Großquadrate addiert und durch die Gesamtzahl der 
Großquadrate, also vier, dividiert um so die Durchschnittsmenge zu errechnen. So ergab 
sich die Zellzahl x 10
4
 / ml aus der Multiplikation der gezählten Zellen mit dem 
Verdünnungsfaktor. 
2.1.2.5 Kryokonservierung, Lagerung und Auftauen von Zellen 
Nach der Bestimmung der Zellzahl sowie erneuter Pelletierung wurden die Zellen in 
gekühltem FKS unter Beachtung der Zellzahl resuspendiert. Für die geplante 
Kyrokonservierung wurden die Zellen nach der Separation in die gewünschte Menge, 
maximal jedoch 5 x 10
6 
Zellen, auf die Kryoröhrchen verteilt. Die Zellsuspension wurde 
mit dem Einfriermedium, bestehend aus 10 % DMSO und 90 % FKS, unter Beachtung 
der bereits verwendeten Menge FKS auf 1 ml aufgefüllt. 
 
DMSO fungiert während des Einfrierprozesses als Gefrierschutzmittel, welches die 
Bildung von Eiskristallen verhindert. Diese könnten Zellorganellen und Zellwände 
zerstören und so zum Absterben der Zellen führen.  
Die Kryoröhrchen wurden in Kryoboxen überführt und bei einer Abkühlrate von 
1 °C/min auf -80 °C heruntergekühlt. Es erfolgte die Lagerung bei -80 °C. Eine 
Alternative zur Langzeitaufbewahrung wäre die Verbringung in flüssigen Stickstoff bei 
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-196 °C gewesen. Diese Möglichkeit musste jedoch aufgrund der guten Toleranz der 
Zellen gegenüber dem Kryoprozess nicht ausgeschöpft werden. 
 
Zum Auftauen der Zellen wurde auf 37 °C vorgewärmtes DMEM bereitgehalten. 
Aufgrund der bei Raumtemperatur ausgeprägten zytotoxischen Eigenschaften von 
DMSO war hier schnelles Erwärmen und Verarbeiten der Zellsuspension notwendig. 
 
Zunächst wurden die Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37 °C schnell erwärmt, bis etwa 
die Hälfte des Inhalts aufgetaut war. Umgehend wurde 1 ml FKS hinzugefügt, um 
toxische Effekte des DMSO zu minimieren. Das FKS mit den Zellen wurde mit 
weiteren 8 ml Zellkulturmedium in ein 50 ml Falcon-Tube verbracht und 5 Minuten bei 
300 x g zentrifugiert. Es folgte ein einmaliges Waschen mit PBS und die Einsaat in 
Kulturflaschen unter Zugabe von Kulturmedium. Durchgeführte Vitalitätstests, wie 
etwa die Färbung mit Trypanblau oder das Wachstum in Kultur, zeigten die gute 
Akzeptanz der Prozedur durch die Fibroblasten. 





 QCM™ 96-well Migration Assay  Millipore, Billerica USA 
 96-well Feeder Tray  
 96-well Migration Chamber 
 96-well Cell Culture Tray  
 Microplate Reader Infinite F500  TecanGroup Ldt., Männedorf, 
Schweiz 
 Pipettenspitzen (10µl, 100µl, 1000µl)  Sarstedt, Newton, USA 
 Laminar Flow Box  PMV „Clean Air”, Thermo Life 
Science, Egelsbach, 
Deutschland 
 Mikroskop “Axioskop”  Carl Zeiss Jena, Deutschland 
 Software: Magellan TM6  TecanGroup Ldt., Männedorf, 
Schweiz 
 Software: Sigmaplot 11  SPSS Inc., Chicago, USA 
2.2.1.2 Reagenzien 
 QCM™ 96-well Migration Assay  Millipore, Billerica USA 
 Cell Detachment Solution Part No. 90131   
 4x Cell Lysis Buffer Part No. 90130 
 CyQuant GR Dye Part No. 90132 
 Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM)  PAA, Dartmouth, USA 
 Low Glucose (LG) 1 g/l 
 with L-Glutamin 
 with 25mM HEPES 
 Fetales Kälberserum (FKS)  Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Penicillin   100 U/ml  Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Streptomycin  100 µg/ml Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Kulturmedium  
 DMEM 500 ml 
 FKS  50 ml 
 Penicillin / Streptomycin 5 ml 
 Kollagene 
 Bovine Collagen Type I 0,5 mg/ml BD Biosciences, Bedford, USA 
 T-Cell Grade Rat Type II Collagen 0,5 mg/ml Chondrex Inc., Redmond, USA  
  
 Human Collagen Type III  0,5 mg/ml Millipore, Temecula, USA 
 Mouse Collagen IV 0,5 mg/ml Cultrex, Gaithersburg, USA 
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 EZM Gel (Matrigel) 0,5 mg/ml Sigma, München, Deutschland 
 Enthält Wachstumsfaktoren bFGF, EGF, IGF-1, PDGF, NGF, TGF-β sowie die 
Hauptkomponenten Laminin (56 %), Kollagen IV (31 %), Entaktin (8 %) 
 Kollagen-Antikörper 
 Kollagen II – Ul-1 Antikörper 0,5 mg/ml Medical Inflammation 
Research, 
 Kollagen II – C1 Antikörper 0,5 mg/ml Karolinska Institute,  
 Kollagen II – C2 Antikörper 0,5 mg/ml Stockholm, Schweden 
 Kollagen II – M2139 Antikörper  0,5 mg/ml 
 Isotyp-Kontrollen 
 Mouse IgG2A Isotype Control 0,5 mg/ml R&D Systems, Boston, USA 
 Mouse IgG2B Isotype Control 0,5 mg/ml R&D Systems, Boston, USA 
 Trypanblau  0,4 % Sigma, München, Deutschland 
 
2.2.2  Methodik 
Die Migration von Zellen ist eine fundamentale Funktion normaler zellulärer Prozesse. 
Diese Funktion ist vor allem im Hinblick auf Angiogenese, embryonale Entwicklung, 
Inflammation und vieler anderer Aspekte als physiologisch zu betrachten. Auch die 
Migration von Fibroblasten ist in einem gewissen Rahmen als normaler Vorgang zu 
bewerten, nicht jedoch in dem Maße wie bei der Pathogenese der RA. Synoviale 
Fibroblasten sind sowohl in vivo also auch in vitro in der Lage in Richtung eines 
Chemoattraktants zu migrieren. In vivo erscheint der hyaline Knorpel in einem 
rheumatisch affektierten Gelenk als starkes Chemoattraktant. In vitro kann ein 
Konzentrationsgefälle des Nährstoffangebotes eingesetzt werden. Eine weit verbreitete 
Methode, die Migration von Zellen zu quantifizieren, ist der Einsatz der Boyden 
Kammer. Die Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff und die Zählung sowie 
resultierendes intensives Waschen der Zellen sind Bestandteile der Methode. Beim 
Einsatz des QCM™ Migration Assay entfallen Zellmarkierung und mehrmaliges 
Waschen der Zellen. Außerdem ist die Analyse von 96 Einzelproben gleichzeitig 
möglich. Das Prinzip beruht auf Ablösung der Zellen von der Migrationskammer, Lyse 
der Zellmembran und anschließender Fluoreszenzmarkierung der Nukleinsäuren. 
2.2.2.1 Verwendete Kollagene und Antikörper 
Eine wichtige Rolle bei der Pathogenese und möglichen Progression der RA stellt die 
Wechselwirkung der RASF mit der Extrazellulären Matrix dar. Um die Aussagekraft 
des Migrationsassays zu erhöhen und näher an In-vivo-Bedingungen anzuknüpfen, 
wurden Beschichtungen der Migrationskammer mit verschiedenen Kollagenen, 
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Kollagen-Antikörpern und einem EZM-Gel (Matrigel) durchgeführt. Ein Überblick über 
die funktionelle Bedeutung der Kollagene innerhalb der RA wird nachfolgend gegeben.  
Kollagene Fasern sind die häufigsten Bindegewebsbestandteile und das Kollagen als 
Grundgerüst ist das häufigste Protein des menschlichen Körpers. Kollagen kommt 
praktisch überall vor und ist eine wichtige Komponente der extrazellulären Matrix, von 
Gefäßen und Organen. Chemisch betrachtet bestehen Kollagene Fasern aus Kollagen 
und Polysacchariden (Schiebler & Korf, 2007: S. 35). Zurzeit sind über 20 verschiedene 
Kollagene bekannt, welche sich in ihrer Funktion und Struktur unterscheiden. 
Hauptfunktion aller Kollagene ist jedoch die Erhöhung der mechanischen Stabilität in 
den enthaltenden Strukturen. Die Gesamtheit der Kollagene kann eingeteilt werden in 
fibrilläre und nicht-fibrilläre Kollagene. (Löffler & Schölmerich, 2008: S. 461). 
Kollagen I ist mit über 90% das am häufigsten im Körper vorkommende Kollagen 
(Townsend & Sabiston, 2004: S. 116) und zählt zu den fibrillären Strukturproteinen. Es 
kommt hauptsächlich in Haut, Gelenken, Gefäßen, Organen und dem Knochen vor.  
Kollagen II ist der Hauptbestandteil der EZM im Gelenk. Zusammen mit Typ IX und 
Typ XI baut es die charakteristischen Kollagenfibrillen des hyalinen Knorpels auf. 
(Arnold & Assoziation fur Orthopädische Rheumatologie, 2005: S. 57). 
Kollagen III als Gerüstprotein ist im Knochen, Knorpel und Dentin enthalten. Einzelne 
Fibrillen können aber auch in dehnbaren Geweben wie Haut, Lunge und Gefäßen 
gefunden werden. Außerdem wird es in und zwischen Organen gefunden sowie in der 
Synovialmembran. Im Endomysium des Muskels lokalisiert, wird es vorrangig bei der 
Wundheilung gebildet und ist damit maßgeblich bei Remodulation und Reparatur von 
verletztem Gewebe beteiligt. (Müller-Wohlfahrt et al., 2010: S. 115).  
Kollagen IV ist das bekannteste nicht-fibrilläre Kollagen. Aufgrund seiner Flexibilität 
kann Kollagen IV ein flächiges Netzwerk ausbilden und stellt die wichtigste 
Komponente der Basalmembran dar (Löffler & Schölmerich, 2008: S. 463). 
Matrigel ist ein membranähnliches Proteingemisch, welches aus Komponenten der 
Extrazellulären Matrix besteht. Die Hauptbestandteile sind Laminin, Kollagen IV, 
Heparinsulfat, Entaktin und eine Reihe von Wachstumsfaktoren (Benton et al., 2011). 
Kollagen II Antikörper vom IgG- und IgM-Typ werden auch in der RA-Synovialis 
synthetisiert. Die Häufigkeit der nachweisbaren Antikollagen-Antikörper ist zwischen 
verschiedenen Autoren variabel, erreicht jedoch hohe Werte bis zu 80% (Nandakumar et 
al., 2004). Sie spielen damit eine wichtige Rolle bei der Erklärung von CIA und CAIA. 
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Die in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikörper richten sich gegen 
verschiedene Epitope von Kollagen II: M2139-AK: J1 Epitop, C1-AK: C1 Epitop, C2-
AK: D3 Epitop, UL-1-AK: U1 Epitop. 
2.2.2.2 Durchführung 
Vor Beginn des Migrationsassays sollten die Zellen 24 Stunden “hungern”. Dazu wurde 
am Vortag des Experiments das verbrauchte Kulturmedium verworfen und durch ein 
DMEM ohne FKS ersetzt. Mit diesem Schritt wurde die Chemoattraktanz des im Feeder 
Tray befindlichen Medium-Serum-Gemisches erhöht. In einem zweiten Schritt erfolgte 
die Beschichtung der Migrationskammer mit 25 µg Kollagenen und gegebenenfalls mit 
25 µg Kollagen-II-Antikörpern je nach Versuchsplanung (siehe Tabelle 2: Beispielhafte 
Belegung zur Versuchsplanung des Migrationsassay). Zuvor wurden die optimalen 
Konzentrationen beider Reagenzien in Verdünnungsreihen ermittelt.  
Die aufgetragenen Kollagene wurden 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschließend wurde die überschüssige Flüssigkeit in der Migrationskammer vorsichtig 
abpippetiert und verworfen. In den Experimentenreihen mit Kollagen-II-Antikörpern 
wurden diese anschließend aufgetragen und maximal 20 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Parallel wurde eine Isotypen-Kontrolle durchgeführt. 
 
 
Abbildung 5: Aufbau des QCM™ 96-well Migration Assay 
A: Deckplatte, B: Migrationskammer, C: Feeder Tray, D: Basis, 
aus: QCM™ 96-well Migration Assay Benutzerhandbuch, Seite 4 
 
Weiterhin wurde der im Migrationsassay unten befindliche Feeder Tray mit 150 µl 
DMEM in An- oder Abwesenheit von einem Chemoattraktant (10% FKS) befüllt. Es 
erfolgte eine Zellzählung (siehe 2.1.2.4), sodass die nun beschichtete 
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Migrationskammer mit 50000 Zellen / 100 µl befüllt werden konnte. Auch diese 
Konzentration wurde zuvor in einer Verdünnungsreihe als optimal beurteilt.  
Im Anschluss wurde der Migrationsassay bedeckt und 24 Stunden bei 37 °C im CO²-
Inkubator belassen. Am nächsten Tag waren ein Teil der Zellen durch die 8 µm 
messenden Poren der Migrationsmembran gewandert, sodass das verbleibende Medium 
in der Migrationskammer verworfen werden konnte. Eine neue 96-well-Platte (Cell 
Culture Tray) wurde mit 150 µl vorgewärmter Ablösungsflüssigkeit (Cell Detachment 
Solution) befüllt und anschließend die Migrationskammern in die Kavitäten 
eingebracht. Es erfolgte für 30 Minuten eine Inkubation bei 37 °C. Während der 
Inkubationszeit wurde die Platte vorsichtig geschüttelt um ein Ablösen der Zellen zu 
gewährleisten. Nun wurde der Lösung zur Markierung der Nukleinsäuren (CyQuant GR 
Dye) im Verhältnis 1:75 mit der Zelllyse-Flüssigkeit (Lysis Buffer) gemischt und 50 µl 
der entstandenen Lösung in die Ablösungsflüssigkeit mit den darin befindlichen Zellen 
eingebracht. Eine weitere Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur schloss 
sich an. 150 µl der Mixtur wurden daraufhin in eine neue, für Fluoreszenzerfassungen 
geeignete, 96-well-Platte eingebracht. Es erfolgte die Messung mittels eines 
480/520 nm Filtersets am Microplate Reader Infinite F500. 
Für jede Zellreihe erfolgte in einem Einzelexperiment der Migrationsassay mindestens 
als Doppelbestimmung. Die Daten jeder Zellreihe wurden jeweils mindestens fünf Mal 
erhoben, um repräsentative Ergebnisse zu erzielen. Die Ergebnisdarstellung erfolgte mit 
SigmaPlot 11. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde nach Überprüfung der 
Normalverteilung und der Varianz mit einem t-Test festgestellt. Bei fehlender 
Normalverteilung oder unterschiedlicher Varianz wurde ein Rang-Summen-Test 
angewandt. Sollten mehrere Gruppen mit einer Kontrollgruppe verglichen werden, 
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Tabelle 2: Beispielhafte Belegung zur Versuchsplanung des Migrationsassay 
 
Zellreihe, 











































































































3T3 ohne FKS            x 
3T3 mit FKS 
           x 
LS48 ohne FKS 
           x 
LS48 mit FKS            x 
TK173 ohne FKS 
           x 
TK173 mit FKS 
           x 
TK188 ohne FKS            x 
TK188 mit FKS 
           x 
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 Nuklease-freie Pipettenspitzen (10µl, 100µl, 1000µl) Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
 Nuklease-freie 1,5 ml Tubes  Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
 0,9 mm Injektionskanüle  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Tischzentrifuge „Centrifuge 5415 D“  Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
 RNA/DNA Calculator GeneQuant II  Pharmacia, Uppsala, Schweden 
 Quarzküvetten  Hellma GmbH, Müllheim, 
Deutschland 
 LightCycler 480  Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 LightCycler   Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 Software: LightCycler 480  Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 Software: LightCycler  Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 Lightcycler multiwell Plate  Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 LightCycler 480 Multiwell Sealing Foil  Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 Glaskapillaren + Deckel  Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 Mikrowelle 
 Gelelektrophoresekammer  Bio-Rad, München, 
Deutschland 
 AlphaImagerTM HP System  proteinsimple, Santa Clara, 
USA 
 Software: AlphaImagerTM 2200 Documentation  proteinsimple, Santa Clara, 
USA 
 Software: Analysis System Alpha  proteinsimple, Santa Clara, 
USA 
 Software: Sigmaplot 11  SPSS Inc., Chicago, USA 
2.3.1.2 Reagenzien 
 RNeasy Mini Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 
 RLT-Puffer 
 RW1-Puffer 
 RPE-Puffer (Zugabe von Ethanol lt. Protokoll) 
 RNeasy Säulen 
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 RNAse-freies Wasser 
 Trypsin/EDTA   Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Trypsin  0,25 % 
 EDTA   0,2 % 
 Phosphate Buffered Saline (PBS)  Biochrom, Berlin, Deutschland 
 NaCl   8,00 g/l 
 KCl   0,20 g/l 
 Na2PO4  1,15 g/l 
 KH2PO4  0,20 g/l 
 MgCl2 x 6 H2O 0,10 g/l 
 CaCl2
   0,10 g/l 
 Ethanol   70 % J. T. Baker, Phillipsburg, USA 
 DEPC-Wasser 
 Diethylpyrocarbonat 0,1 % Sigma, München, Deutschland 
 Oligo(dT)15 Primer 0,5 µg/µl Promega, Mannheim, 
Deutschland 
 AMV Reverse Transkriptase 10 u/µl Promega, Mannheim, 
Deutschland 
 AMV RT 5x Reaktionspuffer  Promega, Mannheim, 
Deutschland 
 Tris-HCl, pH 8,3 250 mM 
 KCl  250 mM 
 MgCl2  50 mM 
 Spermidin 2,5 mM 
 DTT  50 mM 
 dNTPs  10 µM Promega, Mannheim, 
Deutschland 
 LightCycler 480 DNA SYBR Green I Master  Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
• Enthält Taq DNA Polymerase, dNTP mix, SYBR Green I Dye, MgCl2, 
Reaktionspuffer, H2O, PCR-grade 
 Primer (s. Tabelle 9 und Tabelle 10 im Anh.) 5 pM/µl Eurofins MWG Operon, 
Ebersberg, Deutschland 
 Blue / Orange 6x Loading Dye  Promega, Mannheim, 
Deutschland 
 DNA-Ladder 100bp  Promega, Mannheim, 
Deutschland 
 Ethidiumbromidlösung 10 mg/ml Bio-Rad, München, 
Deutschland 
 SeaKem®GTG Agarose  Biozym Scientific, Oldendorf, 
Deutschland 
 TAE-Puffer 50x  Promega, Mannheim, 
Deutschland 
 Tris Base 242 g/l Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland 
 Eisessig 57,1 ml/l Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
 EDTA 0,5 M, pH 8 100 ml/l Sigma, München, Deutschland 
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2.3.2 Methodik 
Eine verbreitete Methode zur qualitativen und quantitativen Untersuchung der 
Genexpression von Zellen stellt die RT-PCR (Reverse Transkription Polymerase Chain 
Reaction) dar. Diese von Kary Mullis 1983 entdeckte Methode macht den Nachweis 
von kleinsten DNA-Mengen möglich, weil Nukleinsäuresequenzen exponentiell 
vervielfältigt werden können. Da diese Methode eine hohe Sensitivität aufweist, 
konnten auch sehr gering exprimierte Gene untersucht werden (Lorenz, 2012; Mullis & 
Faloona, 1987). 
Als Maß für die Genexpression einer Zelllinie dient dabei die produzierte mRNA. Da es 
sich bei dem entscheidenden Enzym der PCR jedoch um eine DNA-abhängige 
Polymerase handelt, ist die Umkehrung der physiologischen Synthese von DNA zu 
RNA notwendig. Diese wird durch die Reverse Transkriptase realisiert, einem Enzym 
welches die Umschreibung von RNA in eine komplementäre DNA (cDNA) katalysiert 
und zuerst in Retroviren entdeckt wurde. Eine weitere Vorraussetzung für die PCR ist 
ein kurzer DNA-Abschnitt mit einem freien 3‘-OH-Ende, auch Primer genannt, welcher 
aufgrund der komplementären Basenpaarung an den zu amplifizierenden Einzelstrang 
(Template) bindet (Annealing). Durch einen zweiten, gegenläufig orientierten Primer 
kann gezielt eine DNA-Sequenz zwischen den beiden Primern repliziert werden. Die 
Primerextension wird anschließend durch die DNA-Polymerase realisiert. Es folgen die 
Vervielfältigung der erhaltenen Sequenz und die Komplettierung zu einem 
Doppelstrang (dsDNA). Vor jedem neuen Zyklus wird dieser DNA-Strang durch 
Temperaturerhöhung wieder aufgetrennt, neue Primermoleküle werden gebunden und 
der Prozess beginnt erneut. Die Sequenzen der Primer wurden mittels Recherche in der 
Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information) ausgewählt und 
mit Hilfe der PRIMER3-Website (http://frodo.wi.mit.edu/) entwickelt (Rozen & 
Skaletzky, 2000).  
2.3.2.1 Untersuchte mRNA-Transkripte 
Einen wichtigen Aspekt um Migrationseigenschaften und invasives Wachstum von 
RASF zu erklären, stellen die beteiligten Proteasen dar. Unter den Enzymen sind vor 
allem die Matrix-Metalloproteinasen und die Kathepsine hervorzuheben. MMP-1, 
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-10 und MMP-13 sowie die Kathepsine L, K und B 
sind für die Invasion des Gelenkknorpels durch ihre proteolytischen Eigenschaften 
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mitverantwortlich (Pap et al., 2000b). Sie sind die Enzyme, welche die EZM mit ihren 
einzelnen Komponenten abbauen können. Nachfolgend soll ein Überblick über die 
funktionelle Bedeutung der untersuchten mRNA-Transkripte von Proteasen gegeben 
werden. 
 
MMP-1 kann die Kollagene I, II und III enzymatisch spalten und ist so an der 
Auflösung der Extrazellulären Matrix beteiligt (Wisithphrom, 2006: S. 73).  
MMP-2 kann Kollagen IV proteolytisch abbauen und ist somit beim Durchbruch der 
Basalmembran im Rahmen pathologischer Prozesse maßgeblich beteiligt (Wagener, 
Müller, 2010: S. 349). 
MMP-3 hat besonders vielfältige Funktionen. Es kann sowohl die Kollagene II, III, IV, 
IX und X als auch Proteoglykane, Fibronektin, Laminin und Elastin abbauen. Des 
Weiteren kann MMP-3 auch andere MMPs aktivieren, u. a. MMP-1, MMP-7 und MMP-
9. Diese Fülle an Funktionen macht MMP-3 zu einem wichtigen Enzym im Rahmen des 
Abbaus und auch des Remodeling von Geweben (Ye et al., 1996). 
MMP-9 kann Kollagen IV und auch V abbauen. Ein wichtiger Aspekt bei der 
Betrachtung von pro-MMP-9 liegt in seiner Komplexbildung mit TIMP-1, der die 
Aktivierung und Aktivität des Enzyms reguliert (Roy et al., 2008; Vempati et al., 2007). 
MMP-13 übernimmt wichtige Aufgaben bei der Rekonstruktion der Kollagenmatrix für 
die stattfindende Knochenmineralisierung im Kindesalter. Außerdem wird es 
überexprimiert gefunden im Rahmen der RA, der Osteoarthritis (OA) und diversen 
Tumoren. MMP-13 baut Kollagen I, III und am effizientesten Kollagen II ab (Johansson 
et al., 2000).  
Kathepsin L ist ein knorpelabbauendes Enzym, welches im Rahmen der 
überschießenden Proliferation von synovialen Fibroblasten gebildet wird (Miehle, 2000: 
S. 56). Im Rahmen der RA und der OA wird Kathepsin L im Synovium überexprimiert 
(Keyszer et al., 1995). Außerdem wird es bei diversen Tumoren regelmäßig höher 
exprimiert gefunden. 
Kathepsin K ist in der Lage Elastin und vor allem Kollagen I zu katabolisieren und 
somit Knochen und Knorpel abzubauen (Bartl et al., 2005: S. 116). Im Rahmen der RA 
und der OA wird Kathepsin K im Synovium überexprimiert (Hou et al., 2002). 
Kathepsin B besitzt die Fähigkeit viele Komponenten der EZM abzubauen, 
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insbesondere Laminin, Fibronektin und Kollagen IV. Außerdem kann Kathepsin B 
direkt bestimmte MMPs aktivieren (proMMP3, proMMP2) und MMP-Inhibitoren 
inaktivieren (TIMP-1, TIMP-2). Damit nimmt es auch indirekt Einfluss auf die MMP-9-
Aktivität (Zucker & Chen, 2003: S. 116). 
2.3.2.2 Präparation der mRNA 
Für die optimale Ausbeute der RNA-Präparation wurden zunächst alle Zellen gezählt 
(siehe Kapitel 2.1.2.4). Die zu verwendende Zellzahl sollte laut Qiagen 
Benutzerhandbuch variabel in Abhängigkeit des RNA-Gehalts der Zellart bestimmt 
werden. 3T3-Zellen besitzen laut Qiagen beispielsweise etwa 10 µg RNA pro 
10
6 
Zellen. Zunächst wurden daher 5 x 10
6 
Zellen aller Zelllinien verwendet. Nach 
Zentrifugation der entsprechenden Zellzahl für 5 Minuten bei 300 x g wurde das 
überschüssige Medium vorsichtig aspiriert und verworfen. Danach wurden 600 µl RLT-
Puffer zur Spaltung der Zellmembranen auf das Zellpellet gegeben. Anschließend 
erfolgte die Homogenisierung der Lysate mittels 5-maligen Aufziehens in einer RNAse-
freien Spritze. Dann wurden 600 µl 70%-iges Ethanol auf jede Probe gegeben und eine 
Durchmischung mittels mehrfacher Pipettierung erreicht. 700 µl des Zellextrakts 
wurden anschließend auf die RNeasy-Säulen überführt, welche in 2 ml Sammel-Tubes 
eingebracht wurden. Es erfolgte die Zentrifugation für 15 s bei maximaler 
Geschwindigkeit (~15700 x g). Weiterhin wurden 700 µl RW1-Puffer auf die RNeasy 
Säulen gegeben und die Zentrifugation bei vorher genannten Parametern wiederholt. 
Für die Waschung der Säulen wurden anschließend 500 µl RPE-Puffer eingebracht und 
2 Minuten bei 10000 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt erfolgte zweimal. Zwischen 
den einzelnen Zentrifugationsschritten wurde das Sammel-Tube geleert und 
wiederverwendet. 
Schließlich konnte die RNeasy Säule in ein neues 1,5 ml Tube überführt werden. Mittels 
einminütiger Zentrifugation bei 10000 x g unter Zugabe von 50 µl RNAse-freiem 
Wasser wurde die RNA eluiert, um sie anschließend umgehend bei -80 °C einzufrieren 
und zur weiteren Verwendung zu lagern. 
2.3.2.3 Reverse Transkription der mRNA in cDNA 
Der nächste notwendige Schritt vor der reversen Transkription war die Bestimmung der 
RNA-Konzentration in den einzelnen Zelllinien. Diese konnten je nach Vitalität und 
Stoffwechselaktivität durchaus unterschiedlich sein. Die vorhandene RNA-Lösung 
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wurde zunächst im Verhätlnis von 1:100 mit DEPC-Wasser verdünnt und in eine 
Quarzküvette überführt. Mit dem RNA/DNA Calculator GeneQuant II, einem 
Spektrometer, wurden dann die Absorptionen bei 260 nm und 280 nm bestimmt. 
Aus der Extinktion der Lösung konnte die Konzentration anhand des folgenden 
Verhältnisses berechnet werden (Barbas et al., 2007): 
OD 260 = 1 entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger DNA, 40 µg/ml RNA, 
33 µg/ml Einzelstrang-DNA oder 20 µg/ml bei Oligonukleotiden 
 
Je nach verwendeter RNA-Isolierungsmethode können Nukleinsäure-Lösungen mit 
Proteinen oder mit Resten von Phenol verunreinigt sein. Während sich eine 
Kontamination mit Phenol spektrometrisch nicht nachweisen lässt, gibt das Verhältnis 
der Nukleinsäure-Absorption zur Protein-Absorption Auskunft über die Reinheit einer 
Nukleinsäure-Lösung. Das Absorptionsmaximum für Proteine liegt, basierend auf der 
Absorption aromatischer Aminosäurereste, bei 280 nm.  
Das Verhältnis der OD260 zur OD280 zeigt an, wie stark eine RNA-Lösung durch 
Alkohol und Reste von Proteinen kontaminiert ist. Ein Verhältnis zwischen 1,8 und 2,1 
spricht für eine reine RNA-Isolierung. Ist die Nukleinsäure-Lösung mit Proteinen oder 
Phenol kontaminiert, so ist der Wert signifikant kleiner. Diese sollte durch eine Phenol-
Chloroform-Extraktion korrigiert werden.  
Bei der vorliegenden Arbeit war diese Maßnahme nicht nötig. 
Die Reverse Transkription wurde anschließend nach folgendem Schema durchgeführt: 
 
5 x Reaktionspuffer   6 µl 
dNTPs (10 mM)   3 µl      
Oligo-dT Primer   0,3 µl    = 30 µl  
H2O     9,95 µl    je Ansatz 
RNA     1 µg / 10 µl 
Reverse Transkriptase  0,75 µl 
 
Als Startermolekül für die Reverse Transkriptase fungierte Oligo-dT. Dieser Primer ist 
komplementär zur Poly-Adenosin-Sequenz, welche spezifisch für mRNAs ist. Die 
ermittelte Menge RNA je Zelllinie wurde zunächst mit der entsprechenden Menge 
Oligo-dT gemischt und mit Aqua dest. zu einem Gesamtvolumen von 11 µl aufgefüllt. 
Um Sekundärstrukturen wie Wasserstoffbrücken oder intramolekulare Doppelstränge 
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aufzulösen, wurde der Ansatz für 5 Minuten auf 70 °C erhitzt und somit denaturiert. 
Anschließend wurden die Reaktionsgefäße sofort auf Eis gestellt und gekühlt, um das 
Renaturieren der RNA zu verhindern. Der Ansatz wurde mit den restlichen 
Komponenten der oben angegebenen Auflistung gemischt. Die cDNA-Synthese konnte 
dann mit einem Gesamtvolumen von 30 µl für 60 Minuten bei 42 °C durchgeführt 
werden. Anschließend wurde der Ansatz auf Eis gelegt um die Reaktion abzustoppen. 
Die cDNA wurde im Anschluss daran bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
2.3.2.4 Semiquantitative PCR mit dem LightCycler 480 
Für die Analyse der erhaltenen cDNA wurde der SYBR Green I Master Kit der Firma 
Roche sowie der LightCycler von Roche verwendet. SYBR-Green ist ein 
Fluoreszenzfarbstoff, der ohne Sequenzspezifität an kleine Vertiefungen in der 
vorzugsweise neu synthetisierten dsDNA-Helix bindet. Zur Identifizierung des zu 
amplifizierenden DNA-Abschnitts dienen die entsprechenden PCR-Primer. Die Taq-
Polymerase synthetisiert dann das Amplifikat, an welchem mehrere Moleküle des 
Farbstoffs binden. Durch diese Bindung kommt es zur vielfachen Verstärkung der 
Fluoreszenzintensität, welche sich direkt proportional zur Zahl der vorhandenen 
Doppelstränge verhält. Sie kann bei jedem PCR-Zyklus bei einer Wellenlänge von 
530 nm gemessen und in Echtzeit mittels der Software dargestellt werden. Diese 
Korrelation ermöglicht demnach einen Rückschluss auf die Anzahl der Ausgangskopien 
der DNA im PCR-Ansatz. 
Der einzelne PCR-Ansatz wurde wie folgt pipettiert: 
SYBR Green I Master Mix  10 µl     
Primer (sense) 1 µl        
Primer (antisense)   1 µl     = 20 µl 
H2O, PCR-geeignet   6 µl     PCR-Ansatz 
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Zunächst wurde jede Kavität oder jede Glaskapillare mit allen Komponenten außer der 
cDNA befüllt und vorsichtig durch mehrmaliges Pipettieren gemischt. Erst zum Schluss 
wurde die cDNA zu den einzelnen Proben gegeben. Sowohl die 96-Well-Platte als auch 
die Glaskapillaren wurden nach dem Verschließen mit Folie oder Verschlusskappen bei 
1500 x g für 5 Sekunden zentrifugiert. Daraufhin schloss sich die PCR mit 45 
Amplifikationszyklen nach folgendem Schema an: 
Tabelle 3: Schritte der PCR im Detail 
 
PCR Schritt Temp. Temperatur-
änderung 
Dauer 
Präinkubation 95 °C 4,8 °C/s 10 Minuten 
Denaturierung 95 °C 4,8 °C/s 15 Sekunden 
Primerhybridisierung ~ 62 °C 2,5 °C/s 5 Sekunden 
Elongation 72 °C 4,8 °C/s 15 Sekunden 














Kontinuierlich mit 10 
Messungen je 1 °C 
Temperaturänderung 
Kühlen 40 °C 20 °C/s 30 Sekunden 
 
Polymerase-Kettenreaktionen erfordern oft unterschiedliche Reaktionsbedingungen. Die 
in Tabelle 3 dargestellten Inkubationszeiten und Temperaturen sind Richtwerte, die je 
nach variabler Schmelztemperatur (siehe Tabelle 9 und Tabelle 10 im Anhang) 
verändert wurden. 
2.3.2.5 Auswertung der Daten 
Zur Quantifizierung der Daten erstellt die Software ein Amplifikationsdiagramm, wobei 
der ΔRn-Wert gegen den Treshold Cycle (Ct, siehe Abbildung 6) aufgetragen wird. 
Dabei berechnet sich ΔRn aus der Differenz des Fluoreszenssignals der betrachteten 
Template-haltigen Probe und dem Fluoreszenssignal des Leerwertes. Wie in der Grafik 
ersichtlich, findet während der ersten Amplifikationszyklen keine Erhöhung des 
Fluoreszenzsignals statt. In diesem Bereich liegt die Grundlinie des 
Amplifizierungsplots. Ein Anstieg über diese Grundlinie bedeutet auch den Eintritt der 
PCR in den exponentiellen Bereich. Gegen Ende der Reaktion steht eine Plateau- oder 
Sättigungsphase, die eine Hemmung der PCR durch die Reaktionsprodukte oder die 
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Limitierung der vorhandenen freien Nukleotide anzeigt. Daher wird in der 




Abbildung 6: Phasen der PCR in schematischer Darstellung  
Aus: Labormedizin: Indikationen, Methodik und Laborwerte (Bruhn & Fölsch, 2008: S. 116) 
 
Für die semiquantitative Expressionsanalyse wurde die Delta-Delta-Methode nach 
Pfaffl (Pfaffl, 2001) verwendet. Hierzu wurde von jeder Probe neben dem Primer auch 
eine PCR mit einem sogenannten Housekeeping Gen durchgeführt. Dabei handelt es 
sich um ein Gen, dass in jeder Zelle möglichst unreguliert exprimiert wird. In der 
durchgeführten PCR wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 
genutzt. Sie stellt ein Enzym der Glykolyse dar und ist daher unentbehrlich für alle 
Lebewesen. Dieser Umstand macht das Enzym zu einem optimalen Referenzprotein. 
Zur Ermittlung des CP-Werts wurde der Zeitpunkt der PCR bestimmt, an dem ein 
linearer Anstieg der Fluoreszenzintensität einsetzte. Je niedriger der CP-Wert war, desto 
höher war die cDNA-Konzentration in der Probe. 
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Zur Berechnung:  
Relative Genexpression = 2 
–N (ΔCP Housekeeping Gen – ΔCP untersuchtes Gen) 
 
 
ΔCP Housekeeping Gen murin  = ΔCP GAPDH murin 
= CP (GAPDH) 
3T3
 – CP (GAPDH) LS48 
ΔCP Housekeeping Gen human  = ΔCP GAPDH human 
= CP (GAPDH)
 TK173
 – CP (GAPDH) TK188 
ΔCP untersuchtes Gen murin  = ΔCP Gen murin  
= CP (Gen) 
3T3
 – CP (Gen) LS48 
ΔCP untersuchtes Gen human  = ΔCP Gen human 
= CP (Gen) 
TK173
 – CP (Gen) TK188 
 
Durch die ebenfalls durchgeführte Schmelzpunktanalyse der Produkte nach der 
Amplifikation konnten Primerdimere und Artefakte aufgrund ungewöhnlich niedriger 
Schmelztemperaturen und breiter Schmelzkurven erkannt werden. In diesem 
Zusammenhang sei erwähnt, dass es bei dem murinen Primer von GAPDH wiederholt 
zur Bildung von Primer-Dimeren kam, welche eine Auswertung unmöglich machten 
(Nummer 1, siehe Anhang Tabelle 9). Daher wurde der murine GAPDH-Primer mit 
einer anderen Sequenz geordert und in der Analyse verwendet (Nummer 2, siehe 
Anhang Tabelle 9). 
Um Kontaminationen der PCR-Ansätze auszuschließen, wurde zu jeder Reaktion eine 
Leerwertkontrolle angefertigt. Hierzu wurde die DNA-Matrize durch das im Kit 
enthaltende Wasser ersetzt und das entsprechende Well in der Software als 
No-Template-Kontrolle markiert. Nach einem Probelauf mit dem LightCycler erfolgte 
die Messung in dreifacher Ausführung mittels des LightCyclers 480. Die 
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2.3.2.6 Gelelektrophorese zur Identifizierung primerspezifischer PCR-
Produkte 
Die PCR-Produkte wurden zur Überprüfung ihrer Spezifität mittels einer 
Agarosegelelektrophorese überprüft. Es handelt sich dabei um das Standardverfahren 
zur Auftrennung von Nukleinsäuren. Die Amplifikate sollten entsprechend ihrer 
spezifischen Größe durch das Gel wandern. Anschließend wurden die DNA-Banden mit 
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die Fragmentgrößen konnten dann durch einen 
Standardmarker identifiziert werden. 
Zunächst wurden dazu die entsprechenden Mengen Agarose und TAE-Puffer gemischt 
und in einer Mikrowelle unter gelegentlichem Schwenken erhitzt bis die Agarose 
vollständig gelöst war. Anschließend wurde das Gemisch in die vorgefertigte 
Gelkammer im Gießstand eingefüllt und der Kamm eingesetzt. Nach 
Auspolymerisierung des Gels wurde es in die Elektrophoresekammer gelegt, der Kamm 
entfernt und die Kammer mit TAE-Puffer befüllt. Die Proben wurden mit dem 
Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen gefüllt. Nach Anlegen einer 120 V-Spannung 
wurde die Elektrophorese gestartet und als die Lauffront das letzte Fünftel des Gels 
erreicht hatte wieder gestoppt. Das Gel wurde aus der Kammer entnommen und in 
einem Ethidiumbromid-Färbebad 10 Minuten inkubiert. Es erfolgte die Auswertung mit 
dem AlphaImager HP System und der AlphaImager 2200 Dokumentationssoftware 
(Daten nicht gezeigt). 
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2.4 Proteinbestimmung mittels Western-Blot 
2.4.1 Material 
2.4.1.1 Geräte 
 Reaktionsgefäße 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
 Falcon Reaktionsgefäße  50 ml  BD Biosciences, Bedford, USA 
 Pipettenspitzen (10µl, 100µl, 1000µl)  Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 
 Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)  Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 
 Pipetus®-akku (Pipettierhilfe)   Hirschmann Laborgeräte, 
Eberstadt, Deutschland 
 96-Well Zellkulturplatte  BD Biosciences, Bedford, USA 
 Heizblock HLC BT1302  Scientific Plastics Ldt., GB 
 Glasplatten   Bio-Rad, München, 
Deutschland 
 Gel-Gießstand  Bio-Rad, München, 
Deutschland 
 Filterpapier   Bio-Rad, München, 
Deutschland 
 Vortex-Genie 2  Scientific Industries, New 
York, USA 
 Zentrifuge Mikro 200 R  Hettich, Tuttlingen, 
Deutschland 
 Zentrifuge Rotina 46 RS  Hettich, Tuttlingen, 
Deutschland 
 Tischzentrifuge  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad, München, 
Deutschland 
 Nitrozellulose Transfer Membran PROTRAN  Schleicher und Schuell, Dassel, 
Deutschland 
 Whatman 3 mm Papier  Whatman, Dassel, Deutschland 
 Rollenmischgerät RM5.40  Karl-Hecht, Sondheim, 
Deutschland 
 Rollenmischgerät RM5.30  Karl-Hecht, Sondheim, 
Deutschland 
 ELISA-Reader Nanoquant Infinte M200  TecanGroup Ldt., Männedorf, 
Schweiz 
 LumiImager Fujifilm LAS-1000  Fujifilm, Düsseldorf, 
Deutschland 
 Software: Image Reader LAS-1000 V2.0  Fujifilm, Düsseldorf, 
Deutschland 
 Software: ImageJ 1.45s  US National Institutes of 
Health, Bethesda, USA 
 Software: Photoshop 6.0  Adobe, San Jose, USA 
 Software: Magellan TM6  TecanGroup Ldt., Männedorf, 
Schweiz 
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 Software: Sigmaplot 11  SPSS Inc., Chicago, IL, USA 
 Software: Excel 2003  Microsoft Corp., Redmond, 
USA 
2.4.1.2 Reagenzien 
 mRIPA-Lysispuffer in Aqua dest. 
 NP-40  1% Sigma, München, Deutschland 
 Na-desoxycholat 1% Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 SDS  0,1 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 HEPES, pH 7,4 50 mM Roth, Karlsruhe , Deutschland; 
pH eingestellt mittels HCl, 
Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 NaCl  150 mM Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Glycerol 10% Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 MgCl2  1,5 mM Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 Proteinase-Inhibitor  Sigma, München, Deutschland 
 Flüssiger Stickstoff  Air Liquide, Düsseldorf, 
Deutschland 
 Pierce BCA Protein Assay Kit  Thermo Scientific, Milwaukee, 
USA 
 BCA Reagenz A 1 ml Natriumcarbonat, 
Natriumdicarbonat,  
Natriumtartrat, 0,1 M NaOH
  
 BCA Reagenz B 25 ml 4%ige Kupfersäure 
 Albumin Standard 2 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA) in 
0,9%iger Kochsalzlösung, 
0,05% Natriumsäure 
 Isopropanol   Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 Phosphate Buffered Saline (PBS)  Biochrom, Berlin, Deutschland 
 Trockensubstanz ohne Ca2+ und Mg2+ 
 pH 7,4 kalibriert mit HCl  
 Trenngel 10 %, für 2 Gele 11,26 ml 
 Aqua dest. 3,95 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 30% Acrylamid 3,35 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Tris 1,0M, pH 8,8 3,75 ml Roth, Karlsruhe , Deutschland; 
pH eingestellt mittels HCl, 
Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 10% SDS 0,1 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 10% APS 0,1 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 TEMED 0,01 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Sammelgel 5%, für 2 Gele 4,965 ml 
 Aqua dest. 3,4 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 30% Acrylamid 0,83 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Tris 1,0 M, pH 6,8 0,63 ml Roth, Karlsruhe , Deutschland; 
pH eingestellt mittels HCl, 




 SDS  0,05 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 10% APS 0,05 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 TEMED 0,005 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 ProSieve Quadcolor Protein Markers 50 µl Lonza, Rockland, USA 
 Probenpuffer, Ladepuffer 
 Tris, pH 6,8 7 ml Roth, Karlsruhe , Deutschland; 
pH eingestellt mittels HCl, 
Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 SDS  1 g Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Bromphenolblau 1 mg Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
 Beta-Mercaptan 350 µl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 10x Laufpuffer für SDS-PAGE  
 250 mM Tris 30 g/l Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 1,92 M Glyzin 144 g/l Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 1% SDS 10 g/l Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Aqua dest. 1 l Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Transferpuffer 600 ml  
 1x Laufpuffer 10 %  
 Methanol 20 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Aqua dest. 70 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Ponceau S Lösung   
 Aqua dest. 1 l Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Ponceau S 20 g Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Essigsäure 30 g 
 TBS-Puffer 
 Tris, pH 7,5 0,1 mol/l Roth, Karlsruhe , Deutschland; 
pH eingestellt mittels HCl, 
Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 NaCl  150 mmol/l Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Tween-20 0,1% Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Blocklösung  
 Milchpulver 3% Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Tween-20 0,1% Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 TBS-Puffer  
 Entwicklungslösung für 2 Membranen 
 Tris, pH 8,5 20 ml Roth, Karlsruhe , Deutschland; 
pH eingestellt mittels HCl, 
Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 H2O2 30%ig 3,15 µl Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
 Luminol 50 µl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 Cumarsäure 25 µl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Material und Methoden 
42 
 Primärantikörper 
 Mouse Anti-α-Tubulin 1:1000 Sigma, München, Deutschland 
 MMP-1 1:250 Bioss, Woburn, USA 
 MMP-1 1:1000 Novus Biologicals, Littleton, 
GB 
 MMP-3 1:500 Assay Biotech, Sunnyvale, 
USA 
 MMP-3 1:500 Abcam, Cambridge, GB 
 MMP-9 1:100 Bioss, Woburn, USA 
 MMP-9 1:1000 Abcam, Cambridge, GB 
 Sekundärantikörper 
 Anti-Rabbit IgG HRP-gekoppelt 1:10000 Dianova, Hamburg, 
Deutschland 
 Anti-Mouse IgG HRP-gekoppelt 1:10000 Jackson Immuno Research, 
Suffolk, GB 
 Peptide 
 MMP-3 Peptid 1 µg/µl Abcam, Cambridge, GB 
   0,1 µg/µl 
 MMP-1 Peptid 1 µg/µl Bioss, Woburn, USA 
   0,1 µg/µl 
 Saran Frischhaltefolie  The Dow Chemical Company, 
Schwalbach, Deutschland 
2.4.2 Methodik 
2.4.2.1 Herstellung von Zelllysaten aus Fibroblasten 
Zunächst wurden die sich in Kulturflaschen befindlichen Zellen abgelöst (siehe 2.1.2.3) 
und einmalig mit PBS gewaschen. Es erfolgte die Zentrifugation in einem 50 ml 
Falcon-Tube bei 4 °C und 300 x g für 5 Minuten. Der Überstand wurde abgesaugt und 
das Zellpellet je nach Größe in 200-800 µl mRIPA-Lysispuffer resuspendiert. 
Anschließend wurde das Lysat in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube überführt und 30 Minuten 
im Kühlraum bei 4 °C auf einem Rollenmischgerät in Bewegung gehalten. Es schloss 
sich die Zentrifugation für 10 Minuten bei 4 °C und 10000 x g an. Der proteinhaltige 
Zellüberstand wurde in ein neues Eppendorf-Tube überführt. Zusätzlich wurden 30 µl 
des Überstandes in ein separates Eppendorf-Gefäß zur späteren 
Proteinmengenbestimmung pipettiert. Alle Lysate wurden sofort in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und anschließend bei -80°C gelagert. 
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2.4.2.2 Proteinmengenbestimmung mittels BCA-Kit und ELISA-
Reader 
Um verschiedene Banden des semiquantitativen Western Blots miteinander vergleichbar 
zu machen, wurden zunächst Proteinmengenbestimmungen in allen vier verwendeten 
Zelllysaten durchgeführt. Außerdem wurde so die einheitliche Beladung der Spuren des 
Gels sichergestellt. Hier kam der BCA Protein Assay Kit der Firma Pierce zum Einsatz. 




-Ionen durch Proteine in 
alkalischer Umgebung reduziert werden können (Biuret-Reaktion). Das entstehende Cu
+
 
bildet anschließend mit Bicinchoninsäure (Bicinchonin Acid, BCA) Chelatkomplexe, 
welche ein Absorptionsmaximum bei 562 nm besitzen (Smith et al., 1985). Der so 
stattfindende Farbumschlag ist bereits makroskopisch zu erkennbar. Die photometrische 
Erfassung der Extinktion kann somit Proteinmengen von 20 - 2000 µg/ml bestimmen. 
Die Absorption ist in diesem Bereich linear. Die eigentliche Proteinbestimmung erfolgte 
auf einer 96-well-Mikrotiterplatte.  
Zunächst wurde für die Erstellung einer Eichkurve das Referenzprotein BSA 
(Bovines Serum-Albumin) in ansteigender Konzentration aufgetragen. Anschließend 
wurde die Arbeitslösung nach Herstellerangaben vorbereitet. Fünfzig Teile der Reagenz 
A wurden zu einem Teil der Reagenz B gegeben. 
Jeweils 25 µl der 4 Proteinproben sowie 25 µl der Standard-Probe (BSA) wurden mit je 
200 µl der Arbeitslösung in den Wells vorsichtig gemischt. Die 96-well-Platte wurde 
daraufhin für 30 Minuten auf 37 °C erwärmt und anschließend auf Raumtemperatur 
abgekühlt. 
Es erfolgte die Messung im ELISA-Reader bei 562 nm Wellenlänge. Aus den 
gewonnenen Daten konnte die Eichkurve durch Subtraktion der Absorptivität der wells 
mit Negativkontrolle (0 µg/µl BSA) mit der Absorptivität der Standardprotein-wells 
erstellt werden. Der Vergleich der unbekannten Proben mit der Eichkurve erbrachte die 
vorhandene Proteinmenge in den Zelllysaten. 
2.4.2.3 Herstellung eines Polyacrylamidgels für die SDS-Page 
Die SDS-Page (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine 
Methode zur Trennung von Stoffgemischen nach der Molekülmasse in einem 
elektrischen Feld. Bei der SDS-Page werden Proteine durch Bindung des negativ 
geladenen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) entfaltet und somit außerdem die 
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Eigenladung der Proteine überdeckt. Es erfolgt die Auftrennung durch ein elektrisches 
Feld in einer porösen Gelmatrix. Diese separiert die negativ geladenen Komplexe 
entsprechend ihres Molekulargewichts, das relativ zu gleichzeitig aufgetrennten 
Markerproteinen festgestellt werden kann. Die hier verwendete Methode nach Laemmli 
(Laemmli, 1970) sieht eine vorherige Konzentration der Proteinproben in einem 5%igen 
Sammelgel und die anschließende Auftrennung in einem 10%-igen Trenngel vor und 
erhöht außerdem die Auflösung der Gele (King & Laemmli, 1971). 
Zunächst wurden die zur Fixierung des Gels verwendeten Glasplatten mit Isopropanol 
entfettet und gereinigt. Dann wurden die Glasplatten mit einem Abstand von 1 mm 
vertikal in den Gießstand eingespannt. Es erfolgte die Pipettierung der Komponenten 
für das Trenngel und das Eingießen des Gels in die Fuge zwischen den Glasplatten. Das 
Trenngel wurde umgehend mit Isopropanol überschichtet. Die Polymerisierung des 
Gels dauerte 10 Minuten. Anschließend wurde das Isopropanol abgegossen und dessen 
Reste vorsichtig mit Filterpapier abgesaugt. Die Komponenten des Sammelgels wurden 
laut Reagenzienliste pipettiert, auf das Trenngel gegossen und ein Probenkamm mit 
10 Bahnen eingesetzt. Eine weitere 10-minütige Polymerisierung schloss sich an. Bis 
zur Verwendung am nächsten Tag wurden die Gele in feuchtem Papier und in 
Frischhaltefolie eingeschlagen und bei 4 °C gelagert.  
2.4.2.4 SDS-Page 
Für die Gelelektrophorese wurde das Polyacrylamidgel in die Elektrophoresekammer 
eingesetzt und die Kammer mit 1x Laufpuffer aufgefüllt. Nachfolgend wurden alle 
Proben mit dem Probenpuffer in eine Verdünnung von 1:6 versetzt. Es erfolgte die 
Denaturierung der Proteine bei 95 °C für 5 Minuten auf dem Heizblock. Anschließend 
wurden die vorher bestimmten Proteinmengen der entsprechenden Zelllysate, sowie 5 µl 
des Protein-Standards in die einzelnen Kavitäten des Polyacrylamidgels aufgetragen. 
Die Gelelektrophorese erfolgte für zwei Gele bei 35 mA für etwa 90 Minuten, bis die 
blaue Lauffront das Gelende erreicht hatte. Bei der Verwendung von drei Gelen erhöhte 
sich die Stromstärke auf 50 mA. 
2.4.2.5 Western-Blot mit dem SEMI DRY System 
Nach Auftrennung der Proteine in dem Polyacrylamidgel wurden die Proteinbanden 
zunächst durch elektophoretischen Transfer auf eine Nitrozellulosemembran 
immobilisiert und mit Ponceau S sichtbar gemacht. Dieser Transfer diente der 
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dauerhaften Fixierung auf einer Membran (Mülhardt, 2009: S. 75). Im Anschluss 
erfolgten sequentielle Inkubationen mit Primär- und Sekundärantikörpern und 
schließlich die Visualisierung gebundener Antikörper durch eine Enzymreaktion. 
 
Es wurden je verwendetem Gel vier Lagen Whatman Papier von 3 mm Stärke sowie 
eine Nitrozellulosemembran in Transferpuffer getränkt. Die Bloteinheit wurde, wie in 
Abbildung 7 dargestellt, luftblasenfrei aufgebaut. Zusätzlich wurden die Kathode und 
die Anode mit Transferpuffer befeuchtet. 
 
Abbildung 7: Aufbau des SEMI DRY Western Blot Systems 
Eigendarstellung 
 
Der folgende Proteintransfer wurde dann über ein von außen angelegtes elektrisches 
Feld für zwei Stunden bei 50 mA Stromstärke pro Gel durchgeführt. Zur Beurteilung 
des erfolgreichen Proteintransfers wurde die Nitrozellulosemembran anschließend mit 
Ponceau S-Färbelösung für 60 Sekunden eingefärbt. Die Entfärbung erfolgte mittels 
TBS-Puffer. Vor der Inkubation mit den Primär-Antikörpern wurden zunächst alle 
unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der Membran mit Milchpuffer für eine 
Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Anschließend erfolgte die Zugabe des in 
Milchpuffer verdünnten Primärantikörpers zur jeweiligen Membran. Die Inkubation 
erfolgte über Nacht bei 4 °C auf einem Rollenmischgerät.Am nächsten Tag wurde die 
Nitrozellulosemembran dreimal mit 5 ml TBS-Puffer für jeweils 5 Minuten gewaschen, 
um anschließend mit dem Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundärantikörper in 
Milchpuffer für 90 Minuten bei Raumtemperatur zu konjugieren. Nach erneutem 
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dreimaligem Waschen wurden die einzelnen Membranen in der Entwicklungslösung für 
eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Während der Entwicklung der Membranen 
wurden diese vor Lichteinstrahlung geschützt. Nach Beendigung der Bildaufnahme 
wurde die restliche Entwicklerlösung wieder ausgewaschen und der Inkubations- und 
Visualisierungsvorgang für das Referenzprotein α-Tubulin wiederholt.  
 
α-Tubulin  
Tubuline sind Strukturproteine, welche in allen Zellen der Eukaryonten vorkommen. Sie 
sind etwa 55 kDa schwer und circa 450 Aminosäuren lang. Die bekanntesten unter 
ihnen sind das α- und das β-Tubulin als Hauptbestandteile der Mikrotubuli und damit 
des Zytoskeletts. Ihre Funktion besteht unter anderem in der Gewährleistung 
mechanischer Stabilität für die Zelle. Bei der Auswertung des Western-Blots macht man 
sich den Umstand zu nutze, dass sie in allen Zellen vorkommen und weitestgehend 
unabhängig von äußeren Faktoren gebildet werden. Mit der Intensität der α-Tubulin-
Bande kann man somit Rückschlüsse auf den allgemeinen Proteingehalt der Lane-
Beladung bei der Gelelektrophorese ziehen. Die gegen die α-Tubulin-Bande 
gerechneten Ergebnisse werden so normalisiert und vergleichbar gemacht (Linß & Nel, 
1999: S. 28–29; Liu & Xu, 2006). Die Verrechnung der Ergebnisse fand nach folgender 
Gleichung statt: 
Berechnung zur semiquantitativen Auswertung: 
Prozentualer Proteingehalt = Proteingehalt
Zelllinie















2.4.2.6 Auswertung am Fujifilm LAS-1000 
Das Signal wurde direkt nach erfolgter Entwicklung der Membranen mit einer LAS-
1000 CCD Kamera in der Intelli Dark Box Dunkelkammer detektiert und mit der 
Software Image Reader LAS-1000 V2.0 aufgezeichnet. Es erfolgten mehrfache 
Aufzeichnungen für jede Membran mit Belichtungszeiten zwischen 5 Sekunden und 
7 Minuten, um stets auswertbare Bandenmuster zu generieren, welche nicht im 
Sättigungsbereich des Chemolumineszenzsignals lagen. Dabei wurde jeweils mit der 
geringsten Belichtungszeit begonnen. Für einen Abgleich der Banden mit dem 
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Proteinstandard wurden außerdem Hellaufnahmen der Membranen generiert. Die 
Analyse der Proteinbanden erfolgte mit Hilfe der Software Image J 1.45s. Als 
Graphikbearbeitungssoftware wurde Adobe Photoshop 6.0 genutzt. Zur Berechnung der 
Bandenintensitäten und Verrechnung mit dem α-Tubulin-Gehalt kam Microsoft Excel 
2003 zum Einsatz. Die Ergebnisdarstellung erfolgte mit SigmaPlot 11. 
2.4.2.7 Einsatz von Peptiden zur Ergebnisverifizierung 
Bei der Verwendung polyklonaler Antikörper können sich im Blotbild neben dem 
gesuchten Protein regelmäßig unspezifische Banden unterschiedlicher Größe und 
Intensität zeigen. Ursächlich können sie unter anderem auf wenig Spezifität des 
Antikörpers hinweisen oder auf Bildung von Sekundär- oder Tertiärstrukturen beruhen. 
Da sich bei der Auswertung der Ergebnisse ungewöhnlich viele unspezifische Banden 
bei nicht gesuchten Proteingrößen zeigten, wurden weitere Maßnahmen ergriffen, um 
die Ergebnisse zu präzisieren und zu verifizieren.  
So wurden für die drei eingesetzten Antikörper jeweils Alternativantikörper mit anderer 
Herkunft und unterschiedlichen Referenzen geordert, um Vergleichsergebnisse erzielen 
zu können. Die Gesamtprozedur wurde dabei nicht abgeändert. 
Daraufhin wurden in einem weiteren Versuch für MMP-1 und MMP-3 Peptide dieser 
Enzyme verwendet, welche die gesuchte Bande eindeutig identifizieren sollten. Hier 
wurde der Prozess des Western-Blots nur unwesentlich abgeändert. Das Peptid wurde in 
einem Versuch neben den untersuchten Zelllinien in zwei weiteren Lanes eines Gels in 
den Konzentrationen 1 µg/µl und 0,1 µg/µl mit Ladepuffer und ohne Proteinlysat der 
Zelllinien aufgetragen. Nach der Gelelektophorese erfolgten analog die Primär- und 
Sekundärantikörperinkubation sowie die Ergebnisdarstellung. 
Weiterhin wurden Versuche unter Zugabe von Peptiden zu den vier verschieden 
Proteinlysaten durchgeführt. Die hier eingesetzten Konzentrationen betrugen ebenfalls 
1 µg/µl und 0,1 µg/µl. Abgesehen von der abgeänderten Gelbeladung wurde an dem 
Standardverfahren nichts geändert. 
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2.5 Durchflusszytometrische Analyse der TK-Zelllinien 
2.5.1 Material 
2.5.1.1 Geräte 
 FACSCanto   BD Biosciences, Bedford, USA 
 Rundbodentubes 5 ml BD Biosciences, Bedford, USA 
 Software: FACSDiva 6.2  BD Biosciences, Bedford, USA 
 Software: WinMDI 2.9  The scripps Research Institute, 
La Jolla, USA 
 Software: Sigmaplot 11  SPSS Inc., Chicago, USA 
2.5.1.2 Reagenzien 
 FACS-Medium    
 Phosphate Buffered Saline (PBS) 98 % Biochrom, Berlin, Deutschland 
 Fetales Kälberserum (FKS) 2 % Gibco, Eggenstein, 
Deutschland 
 Formaldehyd-Lösung 1 % Sigma, München, Deutschland 
 Antikörper  siehe Tabelle 11 im Anhang 
 Isotypenkontrollantikörper siehe Tabelle 12 im Anhang 
2.5.2 Methodik 
Die Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) ist ein optisches 
Messsystem, welches Streulicht- und Fluoreszenzsignale einzelner Partikel oder auch 
ganzer Zellen in einem Flüssigkeitsstrom analysiert. Dabei werden verschiedene 
physikalische und biochemische Parameter, wie Fluoreszenz und Lichtstreuung, 
gleichzeitig erhoben. Dazu werden die gefärbten Zellen und Zellfragmente 
hydrodynamisch zu einem fokussiertem Licht (Laser) geleitet, welches auf die 
einzelnen Partikel trifft und je nach Eigenschaft unterschiedlich stark gestreut wird. Das 
in einem geringen Winkel gestreute Licht wird als Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, 
FSC) bezeichnet und ist ein Näherungsmaß für die Zellgröße. Die Erfassung von 
Granularität und Membranoberfläche findet durch das exakt um 90° reflektierte 
Seitwärtsstreulicht (Side Scatter, SSC) statt. Außerdem werden Fluoreszenzemissionen 
von mehreren Systemen aus Bandpassfiltern und Photoröhren erfasst (Sack et al., 2006). 
Bei dem hier verwendeten FACSCanto ist mit der räumlich getrennten Dreifach-Laser-
Anregung eine gleichzeitige Analyse von acht Fluoreszenzparametern möglich. Eine 
Quantifizierung der Fluoreszenz und der Streulichtemissionen findet durch das 
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elektronische Detektionssystem statt. Die Analyse besteht also aus der Summe vieler, 
sehr schnell aufeinanderfolgender Datenerhebungen. Eine detaillierte Messung, auch 
von großen Zellpopulationen, ist damit in kurzer Zeit realisierbar. 
2.5.2.1 Vorbereitung der Zellsuspensionen 
Zunächst wurden die Zellen gezählt (siehe 2.1.2.3) und mit FACS-Medium auf eine 
Konzentration von 5 x 10
6
 Zellen / ml eingestellt. 100 µl dieser Zellsuspension wurden 
dann in ein Rundbodentube gegeben und die Antikörper oder Isotypkontrollen in der 
entsprechenden Konzentration hinzugefügt. Für 30 Minuten erfolgte bei 4 °C die 
Inkubation im Kühlschrank. Danach wurden 2 ml FACS-Medium dazu gegeben und der 
Ansatz für 8 Minuten bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Zellpellet in 200 µl FACS-Medium resuspendiert. Im Anschluss 
erfolgte die durchflusszytometrische Erfassung. War dies nicht sofort möglich, so wurde 
das Zellpellet zur Fixierung in 200 µl Formaldehydlösung statt in Medium 
aufgenommen. 
2.5.2.2 Erfassung der Daten mit dem FACSCanto 
Durch Unterdruck wurde die Zellsuspension im Rundbodengefäß über eine 
Stahlkapillare in die Messküvette transportiert. Durch die Beschleunigung dieses 
Vorgangs wurden eventuell vorhandene Zellaggregate aufgetrennt. Dies wird auch als 
hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. So konnte gewährleistet werden, dass 
hauptsächlich Einzelzellen durch den Laser detektiert wurden. Da die Zellen mit 
Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern markiert wurden, absorbierten die Fluorochrome 
das eintreffende Licht und emittierten Fluoreszenzlicht in ihrer charakteristischen 
Wellenlänge. Über entsprechende Filter wurde die Fluoreszenz dann identifiziert und in 
den Photoröhren elektrisch verstärkt. Je mehr markierte Bindungsstellen für den 
Antikörper dabei auf der Zelloberfläche existierten, desto stärker stellte sich das 
Fluoreszenzsignal dar. In dieser Arbeit verwendete Fluorochrome sind 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Allophycocyanin (APC). 
Zunächst erfolgte die Zellbildeinstellung mittels Punktwolkendiagramm (siehe 
Abbildung 8), um Zellfragmente von der Messung ausschließen zu können. Dafür 
wurde zusätzlich eine Probe ohne Antikörper als Leerprobe vorbereitet. Außerdem 
wurde ein Histogramm für jedes Fluorochrom erstellt, um die Verteilung der 
Fluoreszenz beurteilen zu können. 
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Abbildung 8: Gating im Punktwolkendiagramm der TK188-Zelllinie 
2.5.2.3 Auswertung der Daten mittels WinMDI 
Die Auswertung der Daten erfolgte im Anschluss mittels WinMDI, die Darstellung der 
ermittelten Werte mit SigmaPlot. Um die Zielpopulation im Histogramm eindeutig 
identifizieren zu können wurde sie zunächst mit WinMDI im Punktwolkendiagramm 
umkreist (Gating). Dieses Gate wurde für jede Probe übernommen. Vor der Erfassung 
der Antikörperproben erfolgte für jeden verwendeten Antikörper die Untersuchung der 
entsprechenden Isotypkontrolle um die spezifische von der unspezifischen Bindung der 
Antikörper für die untersuchte Zelllinie differenzieren zu können. Die Isotypprobe 
wurde auch als Negativkontrolle genutzt. Alle Signale oberhalb des durch den Isotypen 
definierten Negativbereichs galten als positiv. Im Anschluss wurde in das Histogramm 
des Isotypen auch das Fluoreszenzsignal der zugehörigen Probe eingefügt (siehe 
Abbildung 9). Es erfolgte die Messung der mittleren Fluoreszenzintensität als Median in 
dem als positiv und in dem als negativ markierten Bereich (Pala et al., 2000). Die 
Differenz beider Messungen ergab den Wert für die Fluoreszenzintensität und damit für 
die durch den Antikörper besetzten Bindungsstellen in der Probe. Die Ergebnisse 
wurden mit Sigmaplot 11 dargestellt. 
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Abbildung 9: Beispiel für die Messung der Isotypkontrolle 
Dargestellt ist die Isotypkontrolle außerhalb von M1 und einer eindeutig positiven Probe in M1 im 
























Der Forschungsschwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der In-vitro-Untersuchung 
der Invasivität von rheumatoiden Synovialfibroblasten und anderen 
Fibroblastenzelllinien in einem Migrationsassay. 
Des Weiteren sollte die Frage geklärt werden, inwieweit Beschichtungen der 
Migrationskammer mit Kollagenen, Matrigel oder Kollagen-II-Antikörpern das 
Migrationsverhalten der Zelllinien beeinflussen.  
Ferner sollten die Ursachen von unterschiedlichem oder ähnlichem Invasionsverhalten 
mittels der Identifikation RASF-typischer Proteasen und Oberflächenmoleküle geklärt 
werden. Dabei kamen die Methoden der Zellkultur, des Migrationsassays, der RT-PCR, 
des Western Blots und der Durchflusszytometrie zur Anwendung. 
3.1 Migrationspotential der Zelllinien 
3.1.1 Ergebnisse der Vorexperimente 
Vor den eigentlichen Zellmigrationexperimenten wurde eine Verdünnungsreihe von 
LS48-Zellen angelegt um die optimale Zellzahl für die Zellmigration zu ermitteln und 
die Validität des Experiments zu steigern. Einerseits wurde in der Beschreibung des 
Migrationsassays von einer optimalen Zellkonzentration von 2,5 bis 7,5 x 10
4
 Zellen 
pro 100 µl Kulturmedium ausgegangen, andererseits sind mit den verwendeten 
Zelllinien keine Referenzergebnisse bekannt. Deshalb wurden Zellkonzentrationen von 
5 x 10
3
 bis 1 x 10
6 
Zellen in 100 µl Medium resuspendiert und mit den genannten 
Reagenzien Vorexperimente in 3-fach-Bestimmung durchgeführt. Die Ergebnisse dieses 




Abbildung 10: Migration von LS48-Zellen in einem Migrationsassay  
Die eingesäten Zellen wandern durch eine unbeschichtete Membran in Richtung eines Chemoattraktants. 
Gemessen wird die DNA der durch das Gitter gewanderten Zellen. Die hiervon ermittelte 
Fluoreszensintensität ist auf der y-Achse dargestellt. Die dargestellten Fehlerbalken zeigen den 
Standardfehler. N = 3. 
 
Ergebnisse Die Ergebnisse zeigen sowohl einen annähernd linearen Bereich als auch 
die Angleichung der Messkurve an ein Sättigungsplateau. War die Anzahl der 
eingesäten Zellen zu hoch, so kam es anscheinend zu einer Sättigung des DNA-
Farbstoffs und die dargestellte mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) fiel falsch niedrig 
aus. Daher wurde für weitere Experimente eine Zellkonzentration von 50.000 / 100 µl 
Medium als optimal bewertet. 
 
In einem weiteren Schritt wurde die optimale Konzentration der Kollagen-Beschichtung 
bestimmt. Hierzu wurde als Protein Kollagen II gewählt, da dieses Kollagen 
hauptsächlich im Gelenkknorpel vorkommt und die im Experiment verwendeten 
Antikörper spezifisch Kollagen II binden. Beschichtungen von 0 µg Kollagen II / 50 µl 
PBS bis 100 µg Kollagen II / 50 µl PBS wurden titriert und eingesetzt. Nach 
60-minütiger Inkubationszeit wurde die in der Kavität verbliebene Flüssigkeit vorsichtig 
aspiriert und verworfen. Anschließend wurde mit dem Standardprotokoll für LS48-
Zellen weiter verfahren (siehe Kapitel 2.2.2). Das Experiment erfolgte mit 50.000 




Abbildung 11: Migration von LS48-Zellen durch beschichtete Membranen. 
Die eingesäten Zellen wandern durch eine beschichtete Membran in Richtung eines Chemoattraktants. 
Die Menge der verwendeten Kollagen II-Beschichtung ist auf der x-Achse aufgetragen. Gemessen wird 
die DNA der durch das Gitter gewanderten Zellen. Die hiervon ermittelte Fluoreszensintensität ist auf der 
y-Achse dargestellt. Die dargestellten Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. N = 3. 
 
Ergebnisse Bei ansteigender Konzentration von Kollagen II fiel die gemessene mittlere 
Fluoreszenzaktivität ab. Dieser Trend setzte sich bis zu einer Beschichtung mit 25 µg 
fort. Zwischen 25 µg und 100 µg senkte sich die MFI nicht weiter ab, fiel aber auch 
nicht unter den Leerwert. Vermutlich waren 25 µg ausreichend um die komplette 
Membran der Kavität mit einem Netzwerk aus Kollagenfibrillen zu benetzen. Eine 
Erhöhung der Kollagen-Menge über 25 µg auf der Membran führte also nicht zu einer 
Wirkungsverstärkung des Kollagennetzwerkes. Daher wurde für weitere Experimente 
eine Kollagen-II-Konzentration von 25 µg / 50 µl PBS als optimal bewertet.  
 
Weiterhin wurde Wirkung und optimale Konzentration der Kollagen-II-Antikörper 
ermittelt. Zunächst erfolgte die Beschichtung mit 25 µg Kollagen II. In einem weiteren 
Schritt wurden verschiedene Antikörper-Konzentrationen dazu gegeben. Ein 
funktioneller Überblick wurde bereits in Kapitel 2.2.2.1 gegeben. Das 
Konzentrationsgefälle erstreckte sich von 0,78 µg / 50 µl PBS bis 100 µg / 50 µl PBS. 
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Außerdem wurden Isotypenkontrollen zur Ergebnisverifizierung eingesetzt. Es erfolgte 
das Vorexperiment mit 50.000 Zellen je Kavität in 2-fach-Bestimmung. 
 
 
Abbildung 12: Migration von LS48-Zellen durch eine mit Antikörpern beschichtete Membran  
Die eingesäten Zellen wandern durch eine beschichtete Membran in Richtung eines Chemoattraktants. 
Die Menge der verwendeten Antikörper-Beschichtung ist auf der x-Achse aufgetragen. Gemessen wird 
die DNA der durch das Gitter gewanderten Zellen. Die hiervon ermittelte Fluoreszensintensität ist auf der 
y-Achse dargestellt. N = 2. 
Legende: Kreis: CII UL-I AK, Dreieck: CII C1 AK, Quadrat: CII C2 AK, Raute: CII M2139 AK, 
schwarzer Kreis: Isotypkontrolle IgG2a, weißer Kreis: Isotypkontrolle IgG2b 
 
Ergebnisse Eine Verwendung von 0,78 µg Antikörpern blieb ohne signifikante 
Wirkung. Die mittlere MFI blieb bei allen Antikörpern und Isotypkontrollen zwischen 
6000 bis 8000 und damit im Bereich der Abschwächung durch eine 25 µg 
Kollagenbeschichtung. Bei ansteigender Konzentration der Antikörper stieg die MFI im 
Mittel immer weiter an bis zu einem Höhepunkt bei einer Konzentration zwischen 
12,5 µg / 50 µl PBS. Hier liegt auch der größte Unterschied zu den verwendeten 
Isotypkontrollen vor. Die verwendeten Antikörper unterschieden sich in der 
Gesamtbetrachtung aller Werte dabei nicht signifikant untereinander. Dieser Trend 
kehrte sich bei ansteigender Antikörper-Konzentration jedoch um bis zum Endpunkt 
von 100 µg / 50 µl, wobei die MFI wieder auf einen Tiefstand gefallen war. Außerdem 
unterschieden sich hier die Ergebnisse nicht mehr von den erzielten MFIs der 
Isotypkontrollen. In Absprache mit dem Karolinska Institut, welches die Antikörper zur 
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Verfügung stellte, wurde für weitere Experimente eine Kollagen-II-Antikörper-
Konzentration von 25 µg / 50 µl als optimal bewertet. 
3.1.2 Quantifizierung der Invasivität von 3T3- und LS48-Zellen 
Im Migrationsassay konnte die Invasivität und Mobilität der Zellen genauer beurteilt 
werden. 3T3 als nicht invasive und LS48 als invasive Zelllinie wurden verglichen. 
Außerdem sollte das Verhalten bei Beschichtung der Migrationskammer mit Kollagen I, 
II, III, IV und Matrigel untersucht werden. Weiterhin wurde das Verhalten der Zellen bei 
Kollagen-II-Beschichtung und in Anwesenheit verschiedener Antikörper getestet. 
3.1.2.1 Auswirkungen des Migrationsverhaltens von 3T3 und LS48 in 
Anwesenheit eines Chemoattraktants 
Zunächst wurde FKS als Chemoattraktant bestimmt und die Auswirkung dessen 
An- oder Abwesenheit untersucht. Die LS48- und 3T3-Zellen wurden wie beschrieben 
kultiviert und bei einem konfluierenden Zellrasen für 24 Stunden ohne FKS inkubiert. 
Danach wurde der Migrationsassay jeweils in Doppelbestimmung mit und ohne 
Chemoattraktant im Feeder Tray für jede Zellreihe durchgeführt. Die im Vorexperiment 
bestimmte optimale Zellmenge wurde eingesetzt und das DMEM-Medium mit 10% 
FKS versetzt. Die verschiedenen Ansätze wurden wie folgt verglichen: 
 
 (1) 3T3-Zellen ohne FKS mit 3T3-Zellen mit FKS 
 (2) LS48-Zellen ohne FKS mit LS48-Zellen mit FKS 
 (3) 3T3-Zellen ohne FKS mit LS48-Zellen ohne FKS 




Abbildung 13: Migration von 3T3- und LS48-Zellen durch eine Membran in Richtung eines Mediums mit 
und ohne Chemoattraktant. 
Die eingesäten Zellen wandern durch eine unbeschichtete Membran in Richtung eines Mediums (DMEM) 
mit oder ohne Zugabe von FKS. Gemessen wird die DNA der durch das Gitter gewanderten Zellen. Die 
hiervon ermittelte Fluoreszensintensität ist auf der y-Achse dargestellt. Die dargestellten Fehlerbalken 
zeigen den Standardfehler. N = 7, Test: t-Test. 
Legende: Signifikanzniveaus: *P < 0,05; ***P < 0,001; n.s. = nicht signifikant; schwarzer Balken: 
Migration ohne FKS; grau gestreifter Balken: Migration unter FKS-Einfluss. 
 
Ergebnisse (1) Im Mittel verringerte sich die gemessene mittlere Fluoreszenzintensität 
der 3T3-Zellen um 18,65 % (P = 0,019) bei Verwendung eines Mediums mit FKS 
gegenüber dem Medium ohne FKS.  
(2) Die LS48-Zelllinie erreichte unter Hinzunahme des Chemoattraktants eine um 
114,79 % (P = <0,001) gesteigerte MFI. 
(3) Zwischen dem Invasionsverhalten beider Zelllinien ohne FKS gibt es keinen 
signifikanten Unterschied (P = 0,631).  
 (4) Das Invasionsverhalten von LS48 gegenüber 3T3 unter FKS-Einfluss ist um 
151,44 % (P = <0,001) gesteigert. 
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3.1.2.2 Auswirkungen des Migrationsverhaltens von 3T3 und LS48 in 
Anwesenheit von Kollagenbeschichtungen 
Zuerst wurden die LS48- und 3T3-Zellen wie erwähnt kultiviert und bei einem 
konfluierenden Zellrasen für 24 Stunden ohne FKS inkubiert. Danach wurde der 
Migrationsassay jeweils in Doppelbestimmung mit und ohne Beschichtung der 
Migrationskammer durchgeführt. Die im Vorexperiment bestimmte optimale Menge an 
Kollagenen wurde aufgetragen. Auch hier kamen Befüllungen des Feeder Trays mit und 
ohne FKS zum Einsatz. Die verschiedenen Ansätze wurden wie folgt verglichen: 
 
 (1) 3T3-Zellen ohne FKS und ohne Beschichtung mit 3T3-Zellen ohne FKS und 
mit Beschichtung 
 (2) 3T3-Zellen mit FKS und ohne Beschichtung mit 3T3-Zellen mit FKS und mit 
Beschichtung 
 (3) LS48-Zellen ohne FKS und ohne Beschichtung mit LS48-Zellen ohne FKS 
und mit Beschichtung 









Abbildung 14: Migration von 3T3- und LS48-Zellen durch eine mit Kollagenen beschichtete Membran. 
Die eingesäten Zellen wandern durch eine beschichtete Membran in Richtung eines Mediums mit oder 
ohne Zugabe von FKS. Gemessen wird die DNA der durch das Gitter gewanderten Zellen. Die hiervon 
ermittelte Fluoreszensintensität ist auf der y-Achse dargestellt. Die dargestellten Fehlerbalken zeigen den 
Standardfehler. N = 5, Test: One Way ANOVA. 
Legende: Signifikanzniveaus: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; schwarzer Balken: Migration ohne 
Beschichtung; schräggestreifter, dunkelgrauer Balken: Kollagen I Beschichtung; Gitterbalken: Kollagen 
II Beschichtung; schräggestreifter, hellgrauer Balken: Kollagen III Beschichtung; horizontalgestreifter 
Balken: Kollagen IV Beschichtung; grauer Balken ohne Streifen: EZM-Gel Beschichtung. 
 
Ergebnisse  
Folgende Ergebnisse wurden jeweils im Vergleich zur Migration ohne Beschichtung 
erzielt: 
(1) 3T3-Zellen ohne FKS:. Die Verwendung von EZM-Gel als Beschichtungsmaterial 
ergab einen prozentualen Rückgang der Migration um 40,65 % (P = <0,001) gegenüber 
der Migration ohne Beschichtung.  
(2) 3T3-Zellen mit FKS: Bei der Verwendung von Kollagen II verringerte sich die 
gemessene Migration um 29,18 % (P = 0,010). Die Beschichtung mit Kollagen IV 
erbrachte eine Reduktion um 29,04 % (P = 0 ,025). Eine EZM-Gel-Beschichtung 
verringerte die Migration um 31,89 % (P = 0,014).  
(3) LS48-Zellen ohne FKS: Nach der Beschichtung der Migrationskammer mit 
Kollagen I verringerte sich die Migration um 46,68 % (P = <0,001). Bei der 
Verwendung von Kollagen II betrug die Reduktion 53,30 % (P = <0,001). Mit der 
Beschichtung mit Kollagen III reduzierte sich die durchschnittliche Migration um 
37,35 % (P = 0,004). Das Auftragen von Kollagen IV verringerte die Migration um 
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40,91 % (P = 0,004), die Verwendung von EZM-Gel um 50,96 % (P = <0,001).  
 (4) LS48-Zellen mit FKS: Bei der Beschichtung mit Kollagen II verringerte sich die 
Migrationstätigkeit um 32,33 % (P = <0,001). Das Auftragen von Kollagen IV 
reduzierte die Migration um 38,32 % (P = <0,001), die Verwendung von EZM-Gel um 
45,61 % (P = <0,001). Die Ergebnisse der statistischen Auswertung sind im Anhang in 
Tabelle 13, Tabelle 14, Tabelle 15 und Tabelle 16 ersichtlich. 
3.1.3 Quantifizierung der Invasivität von humanen Fibroblasten 
sowie der TK173- und TK188-Zelllinien 
Um das In-vitro-Modell der Fibroblastenmigration näher in den humanen Fokus zu 
rücken und Vergleichsergebnisse neben dem etablierten Maus-Modell zu erzielen, 
wurden zunächst primäre humane Fibroblasten von RA-Patienten auf ihre Invasivität 
hin getestet. Diese wurden, wie bereits beschrieben, frisch im Rahmen der 
Rheumachirurgie entnommen und kultiviert. Außerdem wurden zwei weitere Zelllinien 
in den Probenkatalog aufgenommen. Mit den TK173- und den TK188-Zellen finden 
sich zwei Vertreter humaner Fibroblastenlinien, welche dem Nierenparenchym 
entstammen. Auch bei diesen Zellproben sollten eventuelle Invasivitätsunterschiede und 
Verhaltensänderungen bei Milieuwechsel herausgestellt werden. Dazu wurden die 
Experimente wieder mit und ohne FKS sowie im Beisein von verschiedenen 
Beschichtungen durchgeführt. 
3.1.3.1 Vergleich primärer humaner Fibroblasten mit der TK173- und 
der TK188-Zelllinie in Anwesenheit eines Chemoattraktants 
Um zunächst einen schnellen Überblick über potentielle Invasivitätsunterschiede zu 
erlangen, wurden humane Fibroblasten sowie die TK173- und TK188-Zelllinien in An- 
und Abwesenheit von FKS untersucht. Alle Zellen wurden wie beschrieben kultiviert 
und bei einem konfluierenden Zellrasen für 24 Stunden ohne FKS inkubiert. Die 
verschiedenen Ansätze wurden wie folgt verglichen: 
 
 (1) Humane Fibroblasten ohne FKS mit humanen Fibroblasten mit FKS 
 (2) TK173-Zellen ohne FKS mit TK173-Zellen mit FKS 
 (3) TK188-Zellen ohne FKS mit TK188-Zellen ohne FKS 
 (4) Humane Fibroblasten mit FKS und TK173-Zellen mit FKS mit 





Abbildung 15: Migration von Humanen Synovialfibroblasten sowie der TK173- und der TK188-Zelllinie 
mit und ohne Chemoattraktant.  
Die eingesäten Zellen wandern durch eine Membran in Richtung eines Mediums mit oder ohne Zugabe 
von FKS. Gemessen wird die DNA der durch das Gitter gewanderten Zellen. Die hiervon ermittelte 
Fluoreszensintensität ist auf der y-Achse dargestellt. Die dargestellten Fehlerbalken zeigen den 
Standardfehler. N = 5, Test: One Way ANOVA. 
Legende: Signifikanzniveaus: *P < 0,05; ***P < 0,001; n.s. = nicht signifikant; schwarzer Balken: 
Migration ohne FKS; grau gestreifter Balken: Migration unter FKS-Einfluss. 
 
Ergebnisse (1) Es gibt keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der 
Verwendung von einem Medium mit und ohne Chemoattraktant bei der Migration von 
primären humanen Fibroblasten (P = 0,754). 
(2) Es gibt keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Verwendung von 
einem Medium mit und ohne Chemoattraktant bei der Migration von TK173-Zellen 
(P = 0,824), obgleich die unter FKS-Einfluss etwas geringer ausfiel. 
(3) Bei der experimentellen Anwendung von FKS steigerte sich die Migration von 
TK188-Zellen um 52,50 % (P = <0,001) gegenüber der Migration ohne FKS. 
(4) Das Invasionsverhalten der drei verglichenen Proben in Anwesenheit von FKS zeigt 
einige Unterschiede auf. Bezogen auf die Zelllinie TK173 erzielten die Humanen 
Fibroblasten eine um 31,43 % nicht signifikant gesteigerte Migration (P = 0,259). 
Dahingegen erreichten die TK188-Zellen gegenüber ihrem TK173-Pendant eine um 
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126,32 % gesteigerte Migration unter FKS-Einfluss (P < 0,001). Auch die erhöhte 
Invasivität der TK188-Zellen gegenüber den humanen Fibroblasten von 72,20 % ist als 
signifikant einzustufen (P < 0,001). 
3.1.3.2 Auswirkungen des Migrationsverhaltens von TK173 und TK188 
in Anwesenheit von Kollagenbeschichtungen 
Nachfolgend werden nur die beiden TK-Zelllinien miteinander verglichen. Dafür gibt es 
mehrere Gründe. Zum Einen entstammen die renalen TK-Zellreihen untereinander 
ähnlicherem Gewebe als die humanen Synovialfibroblasten. Zum Anderen ist der 
statistische Unterschied bezüglich der Migration zwischen den TK-Zelllinien größer 
ausgeprägt.  
Es erfolgte wie in den anderen Experimenten auch, die Kultivierung und 24-stündige 
Inkubation ohne FKS im Vorfeld. Danach wurde der Migrationsassay jeweils in 
Doppelbestimmung mit und ohne Beschichtung der Migrationskammer durchgeführt. 
Befüllungen des Feeder Trays unterschieden sich auch bei diesem Experiment im FKS-
Gehalt. Die verschiedenen Ansätze wurden wie folgt verglichen: 
 
 (1) TK173-Zellen ohne FKS und ohne Beschichtung mit TK173-Zellen ohne 
FKS und mit Beschichtung 
 (2) TK173-Zellen mit FKS und ohne Beschichtung mit TK173-Zellen mit FKS 
und mit Beschichtung 
 (3) TK188-Zellen ohne FKS und ohne Beschichtung mit TK188-Zellen ohne 
FKS und mit Beschichtung 
 (4) TK188-Zellen mit FKS und ohne Beschichtung mit TK188-Zellen mit FKS 





Abbildung 16: Migration von TK173 und TK188 mit und ohne Chemoattraktant sowie unter 
Kollagenbeschichtung der Migrationskammer  
Die eingesäten Zellen wandern durch eine beschichtete Membran in Richtung eines Mediums mit oder 
ohne Zugabe von FKS. Gemessen wird die DNA der durch das Gitter gewanderten Zellen. Die hiervon 
ermittelte Fluoreszensintensität ist auf der y-Achse dargestellt. Die dargestellten Fehlerbalken zeigen den 
Standardfehler. N = 5, Test: One Way ANOVA. 
Legende: Signifikanzniveaus: *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001; schwarzer Balken: Migration ohne 
Beschichtung; schräggestreifter, hellgrauer Balken: Kollagen I Beschichtung; schräggestreifter, 
dunkelgrauer Balken: Kollagen II Beschichtung; Gitterbalken: Kollagen III Beschichtung; 
horizontalgestreifter Balken: Kollagen IV Beschichtung; vertikalgestreifter Balken: EZM-Gel 
Beschichtung. 
 
Ergebnisse Folgende Ergebnisse wurden jeweils im Vergleich zur Migration ohne 
Beschichtung erzielt: 
 (1) TK173-Zellen ohne FKS: Nach der Beschichtung der Migrationskammer mit 
Kollagen I verringerte sich die Migration 46,50 % (P = <0,001) gegenüber der 
Migration ohne Beschichtung. Bei der Verwendung von Kollagen II betrug die 
Reduktion 51,64 % (P = <0,001). Mit der Beschichtung mit Kollagen III reduzierte sich 
die durchschnittliche Migration 43,80 % (P = <0,001). Das Auftragen von Kollagen IV 
verringerte die Migration um 36,02 % (P = 0,007), Verwendung von EZM-Gel um 
46,09 % (P = <0,001).  
(2) TK173-Zellen mit FKS: Allein die Beschichtung der Migrationskammer mit 
Kollagen IV erbrachte einen signifikanten Rückgang der Migrationsaktivität um 
41,02 % (P = 0,032).  
 (3) TK188-Zellen ohne FKS: Nach der Beschichtung der Migrationskammer mit 
Kollagen II verringerte sich die Migration um 58,04 % (P = <0,001) gegenüber der 
Migration ohne Beschichtung. Bei der Verwendung von Kollagen III reduzierte sich die 
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durchschnittliche Migration um 39,34 % (P = 0,019). Das Auftragen von Kollagen IV 
verringerte die Migration um 39,67 % (P = 0,019), die Verwendung von EZM-Gel um 
59,27 % (P = 0,002).  
(4) TK188-Zellen mit FKS: Die Beschichtung der Migrationskammer mit Kollagen IV 
erbrachte einen signifikanten Rückgang der Migrationsaktivität um 36,63 % 
(P = 0,009).  Die Ergebnisse der statistischen Auswertung sind im Anhang in Tabelle 17, 
Tabelle 18, Tabelle 19 und Tabelle 20 ersichtlich. 
3.1.4 Migration unter Kollagen-II-Antikörper-Beschichtung 
Das Vorexperiment zeigte optimale Einsatzbedingungen der Kollagen-II-Antikörper bei 
Verwendung der Konzentration von 25 µg / 50 µl, wenngleich die beobachteten 
Unterschiede zur Isotypenkontrolle nicht signifikant waren. Um den Einfluss dieser 
Antikörper auf das Migrationsverhalten invasiver Fibroblastenspezies bei In-vitro-
Bedingungen zu untersuchen, sollten LS48- und TK188-Zellen verwendet werden. Es 
erfolgte die Kultivierung und 24-stündige Inkubation ohne FKS im Vorfeld. Danach 
wurde der Migrationsassay jeweils in Doppelbestimmung mit Beschichtung der 
Migrationskammer mit Kollagen II durchgeführt. Befüllungen des Feeder Trays 
erfolgten bei diesem Teilexperiment ausschließlich mit FKS-haltigem Medium. Die 
verschiedenen Ansätze wurden wie folgt verglichen: 
 
 (1) LS48-Zellen mit Beschichtung und ohne Antikörper und LS48-Zellen mit 
Beschichtung und mit Antikörpern 
 (2) TK188-Zellen mit Beschichtung und ohne Antikörper und TK188-Zellen mit 




Abbildung 17: Migration von LS48 und TK188 bei Kollagen-II-Beschichtung und Antikörperverwendung 
Die eingesäten Zellen wandern durch eine mit Kollagen II und verschiedenen Antikörpern beschichtete 
Membran in Richtung eines Mediums mit Chemoattraktant. Gemessen wird die DNA der durch das Gitter 
gewanderten Zellen. Die hiervon ermittelte Fluoreszensintensität ist auf der y-Achse dargestellt. Die 
dargestellten Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. N = 3, Test: One Way ANOVA. 
Legende: n.s = nicht signifikant; schwarzer Balken: Migration ohne Beschichtung; schräggestreifter, 
hellgrauer Balken: Kollagen II Beschichtung; schräggestreifter, dunkelgrauer Balken: Kollagen II 
Beschichtung mit Zugabe von UL-I AK; Gitterbalken: Kollagen II Beschichtung mit Zugabe von C1 AK; 
horizontalgestreifter Balken: Kollagen II Beschichtung mit Zugabe von C2 AK; vertikalgestreifter 
Balken: Kollagen II Beschichtung mit Zugabe von M2139 AK. 
 
Ergebnisse (1) LS48-Zellen: Weder der UL-I-, C1-, C2- noch der M2139-Antikörper 
konnten die Migration durch die mit Kollagen II beschichtete Membran signifikant 
verändern. 
(2) TK188-Zellen: Keiner der getesteten Antikörper konnte die Migration durch die mit 
Kollagen II beschichtete Membran signifikant ändern. 
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3.2 RNA-Expressionsanalyse der Zelllinien 
Für die RNA-Expressionsanalyse der murinen und humanen Zelllinien wurde das 
Verfahren der semiquantitativen RT-PCR genutzt. Nach der Präparation der gesuchten 
mRNA erfolgte die Konzentrationsbestimmung in den Zelllinien. Die notwendige 
reverse Transkription wurde ebenfalls vor der PCR durchgeführt. 
Als Ergebnis der Analyse wurden keine absoluten Zahlenwerte angegeben, sondern die 
vermeintlich invasivere Zelllinie mit der nicht invasiven ins Verhältnis gesetzt und 
verglichen. Dieses Verfahren wurde gewählt, um zunächst mRNAs bei den unbekannten 
humanen Zelllinien zu identifizieren, deren Proteinprodukte bei weiteren Experimenten, 
beispielsweise dem Western Blot, von Interesse sein könnten. Aus diesem Grund wurde 
die PCR neben dem Vorexperiment zur Primertestung nur einmalig durchgeführt. 
Dementsprechend erfolgte die Ergebnisdarstellung in einem Punktdiagramm. Besonders 
große Expressionsunterschiede sollten dabei den Ausschlag für weitere Experimente 
geben.  
Bei dieser Methode wurden drei Parallelbestimmungen für jedes Gen gleichzeitig 
durchgeführt und der für die Berechnung nach Pfaffl benötigte CP-Wert als Mittelwert 
dieser Ergebnisse berechnet. 
Für eine mögliche erhöhte Expression einer mRNA entstand so ein positiver Zahlenwert 
> 1, welcher sich im Punktdiagramm als x-fache Regulation des Gens bezogen auf die 
Referenz-mRNA der Referenzzelllinie veranschaulichen ließ. Ein Zahlenwert < 1 deutet 
daher auf eine verringerte Expression einer untersuchten mRNA hin. Der Zahlenwert 
gibt also das Verhältnis der jeweils initial vorliegenden mRNA-Kopien in zwei 
untersuchten Zelllinien an. 
Da bei der Auswertung erhebliche Unterschiede im Expressionsverhalten vorhanden 
waren, wurde eine Änderung erst als signifikant angenommen, wenn mindestens eine 





3.2.1 mRNA-Analyse der murinen Fibroblastenlinien 
 
Abbildung 18: Genexpression LS48-Zellen im Bezug auf 3T3-Zellen, untersuchte MMPs und Kathepsine 
Die mittels RT-PCR untersuchten mRNAs sind auf der x-Achse aufgezählt. Die mit der Delta-Delta-
Methode ermittelte Genexpression der Referenzzelllinie 3T3 ist für jedes untersuchte Gen als 1-fache 
Regulation dargestellt. Auf der y-Achse ist dazu die relative Genexpression der Untersuchten Zelllinie 
LS48 gezeigt. N = 2 
 
Wie in Abbildung 18 zu erkennen zeigten sich die mRNAs der Matrix-
Metalloproteinasen MMP-1, MMP-3 und MMP-9 in verschiedenem Maße bei der 
Zelllinie LS48 gesteigert exprimiert. MMP-2 dagegen wurde als einzige untersuchte 
MRNA signifikant weniger exprimiert. Bei den Kathepsinen zeigte sich allein die 
mRNA von Kathepsin B als geringradig höher exprimiert. Die prozentualen Angaben 













im Bezug auf 3T3 
MMP-1 3,8415 + 284 % 
MMP-2 0,1776 - 92 % 
MMP-3 14,4250 + 1343 % 
MMP-9 5,2780 + 428 % 
MMP-13 1,2760 + 28 % 
CTSL 1,1045 + 10 % 
CTSK 1,1045 + 10 % 
CTSB 1,5018 + 50 % 
 
3.2.2 mRNA-Analyse der humanen Fibroblastenlinien 
 
Abbildung 19: Genexpression TK188-Zellen im Bezug auf TK173-Zellen, untersuchte MMPs und 
Kathepsine 
Die mittels RT-PCR untersuchten mRNAs sind auf der x-Achse aufgezählt. Die mit der Delta-Delta-
Methode ermittelte Genexpression der Referenzzelllinie TK173 ist für jedes untersuchte Gen als 1-fache 
Regulation dargestellt. Auf der y-Achse ist dazu die relative Genexpression der Untersuchten Zelllinie 




Abbildung 19 zeigt eine erhöhte Expression der humanen mRNAs von MMP-2, MMP-9 
sowie der Kathepsine CTSK und CTSB bei der TK188-Zelllinie. Die Matrix-
Metalloproteinasen MMP-1, MMP-3 und MMP-13 zeigten sich teils deutlich geringer 
exprimiert als bei TK173-Zellen. Auch die mRNA von Kathepsin L1 wurde bei den 
TK188-Zellen geringer ausgebildet. Die prozentualen Angaben (gerundet auf ganze 
Zahlen) sind in Tabelle 6 dargestellt.  
 




im Bezug auf TK173 
MMP-1 0,1782 - 82 % 
MMP-2 1,7695 + 77 % 
MMP-3 0,1170 - 88 % 
MMP-9 2,0232 + 102 % 
MMP-13 0,3276 - 67 % 
CTSL1 0,3519 - 65 % 
CTSK 2,5374 + 154 % 




3.3 Ergebnisse des Western-Blots 
Zunächst erfolgte die Feststellung der Proteinkonzentration für die untersuchten 
Zellreihen 3T3, LS48, TK173 und TK188 mittels des BCA-Kits der Firma Pierce. 
Demgemäß konnte eine einheitliche Beladung des Gels bei der Elektrophorese 
sichergestellt werden. Eine weitere Maßnahme zur Ergebnisverifizierung war die 
Färbung mit Ponceau S um Proteinbanden direkt nach dem Blotting-Vorgang sichtbar 
zu machen. Nach der Blotbilderfassung wurde im Zuge der exakten Ergebnisdarstellung 
das Hellbild des Referenzproteins neben jedes einzelne Blotbild eingefügt und zur 
besseren Darstellung in Farbe und Intensität angepasst. Außerdem wurde die ungefähre 
Größe der gesuchten Bande mit einem schwarzen Filzstift markiert. Somit konnte trotz 
möglicher Unterschiede bei der Auspolymerisation verschiedener Gele immer eine 
exakte Bandenpositionsbestimmung und Vergleichbarkeit erreicht werden. Außerdem 
wurden die ermittelten α-Tubulin-Banden unter das Blotbild kopiert und vergrößert, 
sodass eine schnelle Beurteilung der vorläufigen Ergebnisse durchführbar war. An den 
hier dargestellten Blotbildern wurde innerhalb der Lanes nichts verändert. 
Die Intensitätserhebung der Banden erfolgte mittels der Software Image J in den 
originalen Blotbildern. Als letzter Schritt der Qualitätssicherung erfolgte die 
Verrechnung der Bandenintensitäten mit der α-Tubulin-Bande der jeweiligen Zelllinie.  
3.3.1 Blotbildanalyse 
Nachfolgend ist für die untersuchten Proteine MMP-1, MMP-3 und MMP-9 jeweils 
exemplarisch ein Blotbild gegeben. Insgesamt wurden für jede Matrix-
Metalloproteinase mit den Lysaten der untersuchten Zellreihen mindestens vier 
Einzelbestimmungen durchgeführt. Die nachfolgend gegebenen Prozentwerte sind 





Abbildung 20: Exemplarischer Western Blot für MMP-1 
Die untersuchten Proteine in den Zelllysaten, ein Markerproteingemisch und ein MMP-1-Peptid wandern 
gemäß ihrer Molekülmasse durch ein Polyacrylamidgel entlang eines elektrischen Feldes, werden auf eine 
Membran übertragen und markiert. Zusätzlich ist links eine Legende der Proteingröße im 
Markerproteingemisch sowie unten im Blotbild die α-Tubulin-Bande zur Normalisierung der Ergebnisse 
eingefügt.  
Zu sehen ist sowohl die ~57 kDa schwere, glykosylierte Form als auch die unglykosylierte, ~52 kDa 
messende Form von pro-MMP-1. Des Weiteren erkennt man hier die ~42 kDa messende, unglykosylierte 
Form von aktivem MMP-1. Unspezifische Banden ergeben sich aus der Polyklonalität der verwendeten 
Antikörper 
 
Ergebnisse Die Unterschiede des Gehalts von glykosyliertem pro-MMP-1 bei LS48 
(-20 %) und TK188 (+24 %) gegenüber ihren Referenzlinien sind nach Definition des 
Positivfensters nicht signifikant. Die unglykolysierte Form von pro-MMP-1 scheint nur 
bei 3T3 vorhanden.  
Die aktive Form von MMP-1 ist bei den murinen Zelllinien nur bei LS48 vorhanden. 




Abbildung 21: Exemplarischer Western Blot für MMP-3 
Die untersuchten Proteine in den Zelllysaten, ein Markerproteingemisch und ein MMP-3-Peptid wandern 
gemäß ihrer Molekülmasse durch ein Polyacrylamidgel entlang eines elektrischen Feldes, werden auf eine 
Membran übertragen und markiert. Zusätzlich ist links eine Legende der Proteingröße im 
Markerproteingemisch sowie unten im Blotbild die α-Tubulin-Bande zur Normalisierung der Ergebnisse 
eingefügt.  
Zu sehen ist einerseits das Prä-Pro-Enzym von MMP-3 bei ~54 kDa und die aktive Form bei ~44 kDa. 
Unspezifische Banden ergeben sich aus der Polyklonalität der verwendeten Antikörper. Wahrscheinlich 
zeigen die Banden bei ~72 kDa MMP-2. 
 
Ergebnisse Die Zelllinie LS48 enthält gegenüber 3T3 54 % mehr Prä-Pro-MMP-3 
während TK188 gegenüber der Referenzlinie TK173 sogar 78 % mehr Prä-Pro-MMP3 
enthält. Die aktive Form ist laut Western Blot bei den murinen Zelllinien nicht 
vorhanden, während bei den humanen Zelllinien TK188 261 % mehr aktives MMP-3 
besitzt als TK173. Unspezifische Banden ergeben sich aus der Polyklonalität der 







Abbildung 22: Exemplarischer Western Blot für MMP-9 
Die untersuchten Proteine in den Zelllysaten und ein Markerproteingemisch wandern gemäß ihrer 
Molekülmasse durch ein Polyacrylamidgel entlang eines elektrischen Feldes, werden auf eine Membran 
übertragen und markiert. Zusätzlich ist links eine Legende der Proteingröße im Markerproteingemisch 
sowie unten im Blotbild die α-Tubulin-Bande zur Normalisierung der Ergebnisse eingefügt.  
Zu sehen sind viele verschiedene Formen und Verbindungen von MMP-9. Das Proenzym in voller Länge 
ist bei einem Molekulargewicht von ~92 kDa zu sehen. Die ungespaltene, aktive Form des Enzyms wird 
schwach bei ~84 kDa beobachtet. Das ~65 kDa schwere, aktive MMP-9ΔC ist ebenso dargestellt. Die 
über ~200 kDa schweren Proteine entsprechen Homodimeren. Bei über ~250 kDa ist der MMP-9/TIMP-
1-Komplex dargestellt. Unspezifische Banden ergeben sich aus der Polyklonalität der verwendeten 
Antikörper. 
 
Ergebnisse Bei den Referenzlinien 3T3 und TK173 sind Homodimere von MMP-9 und 
MMP-9/TIMP-1-Komplexe vorhanden, bei den invasiven Zelllinien jedoch nicht. Dies 
schließt eine semiquantitative Auswertung aus. Das Proenzym sowie die aktive, 
ungespaltene Form von MMP-9 scheinen bei den murinen Zelllinien nicht vorhanden zu 
sein, bei den humanen Zellreihen jedoch schon. Während das Proenzym bei den TK173-
Zellen stärker ausgeprägt ist (+82%), erscheint die aktive, ungespaltene Form bei 
TK188 stärker (+54%). Die humane Zelllinie TK188 besitzt einen nicht signifikant 
höheren Pro-MMP-9-Gehalt gegenüber TK173 (+23 %). Bezüglich des MMP-9ΔC-
Gehalts ist bei den murinen Zellen eine Auswertung ebenfalls nicht möglich. LS48 zeigt 
bei ~65 kDa regelmäßig intensive Banden, 3T3 nicht. TK188 zeigt gegenüber TK173 
einen um 112 % gesteigerten MMP-9ΔC-Gehalt. 
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3.4 Ergebnisse der Durchflusszytometrie 
Im ersten Schritt der Analyse wurde im Streulicht-Punktwolkendiagramm der 
Leerprobe die Größe und Granularität der gemessenen Ereignisse verglichen um eine 
möglichst homogene Zellpopulation zur Auswertung zu erhalten. Mit Hilfe von 
spezifischen, fluoreszierenden Antikörpern konnte dann die Expression verschiedener 
Oberflächenmoleküle quantifiziert werden. 
Bei der Analyse der Daten muss man im Hinblick auf die Verwendung spezifischer 
monoklonaler Antikörper auch deren mögliche unspezifische Bindung beachten. Dieser 
Umstand kann dazu führen, trotz eines negativen Ergebnisses ein positives 
Hintergrundsignal zu erhalten und so das Ergebnis verfälschen. Um dies zu 
berücksichtigen, wurde parallel zu jeder Antikörper-Bestimmung die entsprechende 
Isotypkontrolle mitbestimmt. Bezüglich der graphischen Auswertung wurde mit der 
Software WinMDI 2.9 die Isotypkontrolle (links im Diagramm, rot) in die typischen 
Histogramme der fluoreszierenden Antikörper (rechts im Diagramm, schwarz) 
eingefügt. Für die Berechnung der jeweiligen Antikörper-Fluoreszenzintensität als 
Median wurde schließlich die mediane Fluoreszenz der dazugehörigen Isotypkontrolle 
als unspezifischer Bindungsstandard subtrahiert. Anhand der gewonnenen Daten kann 
also ein Rückschluss auf das Vorhandensein und die Dichte der Oberflächenmoleküle 
gezogen werden. Das nachfolgende Berechnungsbeispiel zeigt die praktische 
Verarbeitung der grau hinterlegten Daten aus Tabelle 7 und  
Tabelle 8. Die unterstrichene Zahl in Tabelle 8 zeigt den Prozentsatz positiv gemessener 
Ereignisse an. 




  = CD44
TK173 – Isotypkontrolle Rat IgG2b,TK173 
  
= 241,44 – 3,37 




Tabelle 7: Auswertung der Isotypkontrolle Rat IgG2b bei TK173-Zellen 
 
Param name M Low,Hig Events %Total %Gated Median Mean CV Peak,Value 
PE- 0 0,1023 41879 53.05 100.00 3.37 3.79 3723.96 1629,1 
 1 90,1023 216 0.27 0.52 16.40 23.64 1298.75 12,13.8237 
 
Abbildung 23: Histogramm des Antikörpers CD44 mit Isotypkontrolle bei TK173-Zellen 
Zu sehen ist die Anzahl der gemessenen Ereignisse im Verhältnis zur gemessenen Fluoreszenzintensität. 
Links im Diagramm ist das Histogramm der Isotypkontrolle rot dargestellt, während rechts das schwarze 
Histogramm der CD-44-Antikörper zu sehen ist. 
 
Tabelle 8: Auswertung des Oberflächenmoleküls CD44 bei TK173-Zellen 
 
Param name M Low,Hig Events %Total %Gated Median Mean CV Peak,Value 
PE- 0 0,1023 41847 49.37 100.00 241.44 304.91 101.55 238,289.026 
 1 290,1023 41776 49.29 99.83 243.62 305.41 101.31 238,289.026 
 
3.4.1 Untersuchte Oberflächenmoleküle 
Für eine weitreichende Charakterisierung und weitere Funktionsbestimmung der 
untersuchten TK-Zelllinien ist es notwendig Oberflächenmoleküle aufgrund ihrer 
Funktion und ihres möglichen Vorkommens zu selektieren. Daher soll zunächst ein 
Überblick über die untersuchten Oberflächenmoleküle gegeben und deren Funktion 








3.4.2 Ausprägung von Oberflächenmolekülen TK173 vs. TK188 
Die komplette Datensammlung mit allen verwendeten Antikörpern, Isotypkontrollen, 
deren Histogramme und statistische Auswertungen finden sich im Anhang in Tabelle 22 
und in Tabelle 23. 
Nachfolgend sind in Abbildung 24 und Abbildung 25 die Ergebnisse aller verwendeten 
Antikörper abzüglich des Isotypenkontrollenstandards dargestellt. Die prozentualen 
Änderungen sind auf ganze Zahlen gerundet.  
 
Abbildung 24: Anteil der durchflusszytometrisch ermittelten positiven Zellen für die AK 
Die untersuchten Zellen werden nach Größe und Granularität selektiert und mit einem fluoreszierenden 
Antikörper markiert. Die Anzahl der Zellen, welche den Antikörper binden, ist auf der y-Achse in Prozent 
dargestellt. N = 1  





Abbildung 25: Ergebnisse der Durchflusszytometrie  
Die untersuchten Zellen werden nach Größe und Granularität selektiert und mit einem fluoreszierenden 
Antikörper markiert. Die durchflusszytometrisch ermittelte Fluoreszenzintensität ist für die jeweiligen 
Antikörper auf der y-Achse dargestellt. N = 1  
Legende: schwarzer Balken: TK173-Zellen; grau gestreifter Balken: TK188-Zellen. 
 
In der Gruppe der Adhäsionsmoleküle zeigten sich bei beiden untersuchten Zelllinien 
negative Ergebnisse für CD11b (Integrin αM), CD51/61 (Integrin αV und GP IIb/IIIa) 
sowie CD106 (V-CAM 1). Deutlich positiv fielen die Ergebnisse für CD44 (H-CAM), 
CD47 (IAP) sowie CD147 (EMMPRIN) aus. In der Gruppe der positiv gemessenen 
Adhäsionsmoleküle zeigten sich die deutlichsten Unterschiede zwischen beiden 
Zellreihen. Während HCAM und EMMPRIN auf nahezu allen TK188- und TK173-
Zellen detektiert wurden (99,83 % vs. 100 % und 98,82 % vs. 99,93 %), so gab es 
Unterschiede bei der Expressionsdichte dieser Moleküle. HCAM zeigte auf TK188 eine 
erhöhte Fluoreszenzintensität (699,69 vs. 238,07 ΔMFI) und EMMPRIN ebenso 
(192,24 vs. 83,77 ΔMFI).Bezüglich des Integrin-assoziierten Proteins (IAP, CD47) 
zeigten sich sowohl bei der Anzahl positiver Zellen als auch bei der Expressionsdichte 
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Unterschiede. IAP ist häufiger auf TK188-Zellen zu finden (95,41 % vs. 33,52 %) und 
zeigt eine stärkere Expression (40,91 vs. 14,61 ΔMFI). 
 
In der Fraktion der immunologisch bedeutsamen Proteine zeigten sich negative 
Ergebnisse auf beiden untersuchten Zelllinien für CD40 (TNFRSF5), CD120a 
(TNFR1), CD120b (TNFR2) und CD154 (TNFSF5, CD40L), also vielen Rezeptoren 
der TNF-Rezeptor Superfamilie. Positive Ergebnisse hingegen liegen für CD55 (DAF), 
CD95 (Fas-Rezeptor), CD262 (TNFRSF10B), CD282 (TLR-2) und CD284 (TLR-4) 
vor. Der Decay Accelerating Factor CD55 wurde auf 2,48 % der TK173-Zellen 
gefunden mit einer Fluoreszenzintensität von 2,24 ΔMFI. Auf der TK188-Zelllinie 
wurde er auf 68,67 % der Zellen detektiert mit einer höheren ΔMFI von 23,04. Der Fas-
Rezeptor CD95 wurde auf beiden untersuchten Zelllinien schwach positiv erfasst (3,34 
% der TK188-Zellen vs. 3,68 % der TK173-Zellen). Die gemessene mittlere 
Fluoreszenzaktivität zeigte sich ebenso sehr gering (0,87 vs. 1,89 ΔMFI). CD262 als 
einziger positiv gemessener Vertreter der TNF-Rezeptor Superfamilie zeigte sich positiv 
auf 6,86 % der TK188-Zellen (6 ΔMFI) sowie weniger exprimiert auf 2,34 % der 
TK173-Zellen (1,55 ΔMFI). Die Toll-like Rezeptoren 2 und 4 (CD282 und CD284) 
wurden ebenso in geringer Ausprägung auf beiden untersuchten Zelllinien gefunden. 
TLR-2 zeigte sich auf weniger untersuchten TK188-Zellen (1,44 % vs. 3,47 %), 
obgleich eine höhere Fluoreszenzintensität gemessen werden konnte (3,44 vs. 1,8 
ΔMFI). Ein ähnliches Ergebnis wurde bei der Untersuchung von TLR-4 erzielt. Dieser 
Rezeptor zeigte sich ebenso etwas geringer auf TK188-Zellen (1 % vs. 3,02 %), jedoch 
mit leicht erhöhtem Fluoreszenzsignal (3,3 vs. 2,74 ΔMFI). 
 
Innerhalb der letzten untersuchten Gruppe der Marker-Proteine zeigten sich negative 
Ergebnisse für CD4 (T-Zell Co-Rezeptor) sowie CD34 (Mucosialin). Positiv hingegen 
fielen die Ergebnisse für CD116 (GM-CSF-Rezeptor) und CD140b (PDGF-Rezeptor) 
aus. Der GM-CSF Rezeptor zeigte sich schwach exprimiert auf beiden Zelllinien (1,74 
% der TK-188 Zellen, 0,68 ΔMFI vs. 2,3 % der TK173-Zellen, 0,91 ΔMFI). Auch der 
PDGF-Rezeptor wies eine geringe Expression auf den TK188-Zellen auf (0,87 %, 3,02 
ΔMFI), während 16,62 % der TK173-Zellen diesen Marker mit einer Expressionsdichte 




Die Pathogenese der RA konnte trotz intensiver Forschung bisher nicht vollständig 
geklärt werden. Dennoch werden durch neue immunologische und 
molekularbiologische Forschungsansätze einige Teilaspekte der Pathophysiologie 
zunehmend nachvollziehbar (Choy, 2012; Pap et al., 2000b). 
In diesem Zusammenhang ist eine wichtige Erkenntnis, dass rheumatoide synoviale 
Fibroblasten (RASF) durch Sekretion matrixauflösender Proteasen und gesteigerter 
Expression von Adhäsionsmolekülen die Extrazelluläre Matrix des artikulären Knorpels 
invadieren und damit eine Knorpeldestruktion induzieren (Palosaari et al., 2003; 
Tolboom et al., 2002; Veale & Maple, 1996).  
Außerdem werden durch die Produktion pro-inflammatorischer Zyto- und Chemokine 
sowie angiogenesefördernder Faktoren immunologisch agierende Zellen für den 
entzündlichen Erkrankungsverlauf rekrutiert und es entsteht ein sich selbst 
aufrechterhaltender Inflammationsprozess (Feldmann et al., 1996; Neumann et al., 
2010; Strunk et al., 2012; Zhu et al., 2006).  
Ein wichtiger Schritt zur weiteren Erforschung der RA war die Isolierung der murinen 
Fibroblastenzelllinie LS48, welche bereits in vitro sowie in vivo innerhalb des SCID-
Maus-Modells ihr invasives Potential zeigte (Sack et al., 2005b). Des Weiteren konnte 
durch Charakterisierung, morphologische Analysen und histologische Auswertungen die 
LS48-Zellline als hochwertiger Ersatz zu aufwändigen Primärkulturen bestätigt werden 
(Murr, 2003; Sack et al., 2005a; Sehm, 2004). 
Der Forschungsschwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung der 
Invasivität primärer RASF und Fibroblastenzelllinien in einem Migrationsassay. Des 
Weiteren sollte die Frage geklärt werden, inwieweit Beschichtungen der 
Migrationskammer mit Kollagenen, Matrigel oder Kollagen-II-Antikörpern das 
Migrationsverhalten der Zelllinien beeinflussen. Ferner sollten die Ursachen 
unterschiedlicher oder ähnlicher Invasionsverhalten mittels der Identifikation RASF-
typischer Proteasen und Oberflächenmoleküle geklärt werden. Dabei kamen die 
Methoden der Zellkultur, des Migrationsassays, der Real-Time-PCR, des Western Blots 
und der Durchflusszytometrie zur Anwendung. Damit konnten einige bekannte 
Hypothesen bestätigt werden und es ergaben sich außerdem Resultate, die zuvor noch 
nicht beschrieben wurden. 
Diskussion 
80 
4.1 Methodische Erarbeitung der Fragestellung 
Während der Bearbeitung dieser experimentellen Fragestellung zeigten sich 
verschiedenste Limitierungen aber auch Vorteile der angewandten Methoden. Diese 
sollen im nachfolgenden Abschnitt diskutiert werden, um so ein besseres Verständnis für 
die unterschiedliche wissenschaftliche Bedeutung der präsentierten Ergebnisse zu 
vermitteln. 
4.1.1 Primäre Zellen und Zelllinien in Kultur 
In der vorliegenden Arbeit wurde innerhalb der weit verbreiteten Methode der 
Zellkultur sowohl mit primären Zellen als auch mit Zelllinien gearbeitet. Die 
methodische Beschreibung findet sich in Kapitel 2.1.2. 
Primäre RA-Fibroblasten wurden gewählt, um die stattfindende Migration von Zellen 
möglichst realitätsnah darzustellen. Die Übertragung eines In-vivo-Vorgangs auf ein In-
vitro-Modell stellte sich jedoch als Herausforderung dar. Wie in einschlägiger Literatur 
beschrieben, stellten sich die primären Zellen als anspruchsvoll gegenüber des 
Kulturmilieus heraus (Lindl, 2002). Auch die Ergebnisse der Migrationsanalyse zeigten 
zwar eine erhöhte Migration von primären RA-Fibroblasten gegenüber nicht invasiven 
Zelllinien, jedoch nicht in ausgeprägtem Maße. Dem könnten unterschiedliche Ursachen 
zu Grunde liegen. Zum Einen ist grundsätzlich innerhalb des Isolationsvorgangs der 
Zellen (siehe 2.1.2.2) eine Kontamination mit anderen Zelltypen möglich, welche das 
Ergebnis beeinflusst. Zum Anderen besitzen primäre Fibroblasten unterschiedliche 
Aktivierungsniveaus, welche ihren Stoffwechsel und auch ihre Migrationsaktivität 
beeinflussen (Kontoyiannis & Kollias, 2000). Bei Isolation der RASF und Portierung 
der Zellen in ein anderes Milieu auf Zellkulturbasis wird auch das Aktivierungsniveau 
der Zellen verändert (Kinne et al., 1995; Pap et al., 2000a).  
 
Es wurde versucht, die genannten Nachteile durch Hinzunahme stabiler Zelllinien 
auszugleichen. Dabei sind besonders die leichte Verfügbarkeit durch Kultivierung in 
Standardmedien und die stabilen Charakteristika der Zelllinien hervorzuheben. 
Insbesondere 3T3 und LS48 wurden bereits mehrfach charakterisiert und ihre Stabilität 
nachgewiesen (Murr, 2003; Sack et al., 2005a; Sehm, 2004; Todaro & Green, 1963; 
Treese et al., 2008). 
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4.1.2 Darstellung von Invasivität in einem Migrationsassay 
Der quantitative Nachweis von Zellinvasivität in vitro ist in den letzten Jahrzehnten zu 
einer zunehmend wichtigeren Methode geworden. Nicht zuletzt haben steigende 
Inzidenzen onkologischer Erkrankungen mit invasiv wachsenden Tumoren zur 
Entwicklung kommerzieller Migrationsassays beigetragen (Bray et al., 2002; Ferlay et 
al., 2010).  
Der hier verwendete QCM™ Migration Assay ist als methodische Weiterentwicklung 
der Boyden Kammer (Boyden, 1962) zu betrachten und zeigt einige Vorteile gegenüber 
herkömmlichen Erfassungsmethoden zur Zellmigration. Die Verwendung und das 
Prinzip der Methodik wurde bereits in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Ein ausgewiesener 
Vorteil des verwendeten Systems ist die entfallende Markierung der Zellen mit einem 
Farbstoff, sodass deren Migrationseigenschaften möglichst wenig durch äußere 
Faktoren beeinflusst werden. Durch die Verwendung von Mikrotiterplatten ist die 
Analyse von 96 Einzelproben gleichzeitig möglich, was die Sensitivität der Methode 
und Aussagekraft der Ergebnisse erhöht. Eine aufwändige manuelle Auszählung der 
migrierten Zellen entfällt ebenso und wird durch Fluoreszenzerfassung der DNA von 
lysierten, migrierten Zellen durch den PC automatisiert. Mögliche Fehler bei der 
Auszählung werden so umgangen und damit gewinnt die Methode an 
Reproduzierbarkeit gegenüber vergleichbaren Migrationsassays (Gildea et al., 2000; 
Jones et al., 2001). 
Weiterhin können vor allem praktische Nachteile bei der Handhabung des Assays 
beobachtet werden. Kleine Mengen der in der Migrationskammer enthaltenen Zellen 
konnten durch zu starkes Schütteln der Platten beim Ablösen der Zellen zwischen den 
Kammern übertragen werden. Auch die Entfernung der Migrationskammer aus der 96-
well-Platte gestaltete sich entsprechend der auf das Medium wirkenden Kohäsions- und 
Adhäsionskräfte als schwierig. So konnte theoretisch Medium und damit eventuell 
enthaltende Zellen von einer Migrationskammer in eine andere verschleppt werden. Der 
makroskopisch zu erkennende Überstand oder eine geringe Füllung der einzelnen Wells 





4.1.3 PCR zur Expressionsanalyse 
Die unterschiedlichen Migrationsaktivitäten der Zelllinien sollten auf ihre Ursachen hin 
überprüft werden. Dazu wurde zunächst die Methode der PCR gewählt, da ihre 
außergewöhnlich hohe Sensitivität und Spezifität einen genauen und schnellen 
Überblick über die Genexpression migrationsbestimmender Proteine erlaubt (Bruhn & 
Fölsch, 2008: S. 128). In Kapitel 2.3.2 wurde die Methodik bereits erläutert.  
Die angewandte semiquantitative Auswertung nach Pfaffl bietet einige Vorteile. Die 
Delta-Delta-Methode (Pfaffl, 2001) erlaubt die Quantifizierung des PCR-Produkts 
unabhängig von der Plateauphase und möglichen Sättigungsmechanismen sowie 
gegenüber eines Referenzgens (Livak & Schmittgen, 2001). Außerdem konnte die 
Varianz einzelner Expressionsergebnisse durch Normalisierung mit einem 
Housekeeping Gen reduziert werden (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002). Diese Vorteile die 
Berechnungsmethode nach Pfaffl zu einem optimalen Instrument der relativen 
Quantifizierung. 
In der außergewöhnlich hohen Sensitivität der PCR liegt auch ihr Nachteil, da sich 
geringste Veränderungen in den Ausgangsbedingungen exponentiell vergrößern (Jung 
et al., 2000). Daher ist die Erstellung und Erhaltung optimaler Reaktionsbedingungen 
notwendig. So setzt die Ergebnisermittlung nach Pfaffl eine Verdopplung der DNA-
Menge nach jedem einzelnen Zyklus voraus, was einer Effizienz der PCR von 2 
entspricht. In der Anwendung der PCR bewegt sich die wahre Effizienz der Methode 
unter optimalen vorbeschriebenen Reaktionsbedingungen jedoch zwischen 1,7 und 1,9. 
Geringste Schwankungen der Effizienzen von Zielgen zu Referenzgen führen zu 
enormen Ergebnisunterschieden (Pfaffl, 2001, 2004; Sagner & Goldstein, 2001). 
Ein weiterer Nachteil der PCR liegt in den Grundzügen der Methodik selbst. Zwar kann 
die Genexpression migrationsbestimmender Proteine analysiert werden, diese 
unterliegen aber posttranslationalen Veränderungen. Beispielsweise sind Dimerisierung, 
Glykosylierung, Sulfatierung und Ubiquitinylierung bekannt im Falle von MMP-1, 
MMP-3 und MMP-9 (Eisenach et al., 2012; Khan et al., 2012; Koo et al., 2012). Aus 
diesem Anlass sowie aus wurde auf weitere PCR-Läufe verzichtet. Stattdessen sollten 
hohe Expressionsunterschiede auf ihre Übertragbarkeit bezüglich realer 
Proteinmengenverhältnisse untersucht werden. 
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4.1.4 Western Blot zur Proteinquantifizierung 
Als experimentelle Methode wurde der Western Blot zum Proteinnachweis genutzt, da 
dieser Vorteile gegenüber anderen Immunoassays bietet. Eine Semiquantifizierung des 
Proteingehalts war aufgrund des Vergleichs mit Referenzzellen möglich (Heidebrecht et 
al., 2009; Pingoud & Urbanke, 1997: S. 227). Die Methodik wurde bereits in Kapitel 
2.4.2 beschrieben. 
Durch die vorgesehene zweistufige Detektion und durch den Einsatz von 
Chemolumineszenz wurde das Signal verstärkt und so die Bildqualität verbessert 
(Alegria-Schaffer et al., 2009; Mülhardt, 2009: S. 31). Die eingesetzten 
Sekundärantikörper, wie die hier eingesetzte Meerrettichperoxidase, haben eine breite 
Spezifität und können alle primären Antikörper einer Spezies erkennen. Weiterhin bietet 
der Einsatz polyklonaler Antikörper die Möglichkeit gegen murine und humane Epitope 
des gleichen Proteins nur einen Antikörper zu verwenden. Somit wird die Anzahl der 
notwendigen Arbeitsschritte und damit die Fehlerquote der Methode verringert 
(Mülhardt, 2009; Towbin et al., 1979: S. 27).  
Dennoch konnten auch Nachteile bei der Verwendung polyklonaler Antikörper 
beobachtet werden. So sind trotz sorgfältiger Analytik des fertigen Blotbilds 
Nebensignale in Form unspezifischer Banden zu sehen. Dies kann verschiedene Gründe 
haben. Zum Einen können unterschiedliche Kreuzspezifitäten der verwendeten 
Antikörper Nebensignale erzeugen. Außerdem beeinflusst eine hohe Konzentration des 
Sekundärantikörpers die Entstehung einer unspezifischen Hintergrundbindung (Alegria-
Schaffer et al., 2009; Hauri & Bucher, 1986). Zur Blockierung des Blots wurde 
Milchpulver mit möglicherweise enthaltenem bovinen Immunglobulin eingesetzt, 
welches grundsätzlich eine Hintergrundreaktion des Sekundärantikörpers ermöglicht 
und so unspezifische Banden erzeugen kann (Mülhardt, 2009: S. 31). Für den Einsatz 
alternativer Puffer wurde jedoch kein Anlass gesehen, da die unspezifischen 
Nebensignale nur bei einzelnen Zelllinien auftauchten und spezifisch für diese waren. 
Sie persistierten während der verschiedenen Versuche gleichbleibend intensiv. Die 
Vermutung liegt also nahe, dass der Antikörper an ein Epitop eines nicht gesuchten 
Proteins der verwendeten Zellen gebunden hat und kein Hintergrundsignal aus den 




4.1.5 Durchflusszytometrie zur Charakterisierung von Zellen 
Ein weiterer Aspekt zur Begründung unterschiedlicher Migrationseigenschaften wird 
durch exprimierte Oberflächenmoleküle dargestellt. In Kapitel 2.5.2 wurde bereits in die 
Methodik der Durchflusszytometrie eingeführt.  
Eine mögliche Störgröße dieser Methode ist die Hintergrundfärbung. Sie hängt vom 
Versuchsaufbau sowie von internen Faktoren ab. Ein denkbarer Grund für eine starke 
Hintergrundfärbung ist die unspezifische Fc-Rezeptorbindung von 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern. Sie ist vor allem für Tandemkonjugate bekannt und 
kann durch vorherige Blockierung mit CD16/CD32 (Fc-Block) oder der Anwesenheit 
von FKS verhindert werden (Sack et al., 2006: S. 27). Die Untersuchungen der 
vorliegenden Arbeit basieren auf der zweiten Variante aufgrund der leichteren 
Durchführbarkeit sowie der ausschließlichen Verwendung von FITC, PE und APC als 
Fluorochrome. Außerdem verhindert die Verwendung von FKS, dass Antikörper mit 
geringer Affinität in hohen Konzentrationen ein starkes Hintergrundsignal emittieren. 
Des Weiteren reduziert FKS die physiologische Autofluoreszenz von Zellen (Sack et al., 
2006: S. 28). 
Durch die initiale Analyse einer Nativprobe ohne Antikörper konnten bereits im im 
ersten Schritt der Durchflusszytometrie tote Zellen und avitale Zellfragmente von der 
weiteren Analyse ausgeschlossen und so unspezifische Antikörperaufnahme verhindert 
werden (Sack et al., 2006: S. 116–119). Letztendlich wurde für jedes Fluorochrom und 
jede Zelllinie parallel eine Isotypkontrolle vermessen. Die so ermittelte 
Fluoreszenzintensität wurde als Definition des Hintergrundsignals genutzt (Sack et al., 
2006: S. 116–119). 
Bei der Bestimmung der ermittelten Ergebnisse wurde auf eine absolute 
Antigenquantifizierung verzichtet. Die derzeitigen Methoden der absoluten 
Antigenquantifizierung sind als problematisch einzustufen. Es wirken sich das 
Fluorochrom-zu-Protein-Verhältnis, die Zugänglichkeit von Epitopen für bestimmte 
Klone oder Unterschiede in deren Immunreaktivität, bivalente oder monovalente 
Bindung von Antikörpern sowie die Linearität und Stabilität des Durchflusszytometers 
in Abhängigkeit der Methoden unterschiedlich auf das Ergebnis aus (Sack et al., 2006: 
S. 68). Die gewonnenen Ergebnisse einer absoluten Quantifizierung von Antigenen 




4.2 Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen 
wissenschaftlichen Kontext 
Die RA befindet sich wie nie zuvor im Mittelpunkt wissenschaftlicher Fragestellungen. 
Die relevanten Ergebnisse zum Suchbegriff „rheumatoid arthritis“ auf der einschlägigen 
Suchplattform für wissenschaftliche Veröffentlichungen www.pubmed.gov haben sich 
im Jahr 2012 im Vergleich zum Jahr 2000 etwa verdoppelt (Eigenrecherche 
www.pubmed.gov). 
Betrachtet man die Forschungsergebnisse der jüngsten Zeit, so fällt die intensive 
Untersuchung von Signalkaskaden beteiligter Zytokine und verwandten Rezeptoren auf. 
Vor allem die Entwicklung monoklonaler Antikörper und deren Ertestung in klinischen 
Studien zeigen aussichtsreiche Möglichkeiten der Modulation von aktivierten RASF 
und damit der zukünftigen Behandlung der RA (van Hamburg et al., 2013; Lee et al., 
2013; Malottki et al., 2011). 
Trotz neuerer Ergebnisse und Therapiemöglichkeiten bleiben die grundsätzlichen 
Fragen der Pathogenese dieser komplexen Erkrankung ungeklärt und eine kausale 
Therapie ist nicht bekannt. Daher ist weitere Grundlagenforschung von dringender 
Notwendigkeit (Standl, 2010: S. 295). 
4.2.1 Migration von Zelllinien und RASF 
4.2.1.1 Migration muriner Zelllinien 
Zunächst wurde die Migrationsaktivität der murinen Zelllinien 3T3 und LS48 mit dem 
genannten Migrationsassay überprüft. Zwischen dem Invasionsverhalten beider 
Zelllinien ohne Chemoattraktant (FKS) konnte kein signifikanter Unterschied 
festgestellt werden. Unter FKS-Einfluss kam es bei der 3T3-Zelllinie zu einem leichten 
Rückgang der Migration um etwa ein Fünftel, wohingegen sich die Migrationsaktivität 
der LS48-Zellen mehr als verdoppelte. Vergleicht man beide Zelllinien unter FKS-
Einfluss miteinander, so zeigte LS48 gegenüber 3T3 sogar eine etwa 2,5-fach 
gesteigerte Migrationsaktivität. 
Die Fibroblastenlinie 3T3 ist in der Literatur durch ihr stabiles Zellwachstum als 
Standard-Fibroblastenzelllinie etabliert, deren Zellzahl sich kontinuierlich innerhalb von 
60 Stunden verdoppelt, solange keine Kontaktinhibiton durch Nachbarzellen oder 
Substratmangel vorliegen (Todaro & Green, 1963). Insbesondere die Kontaktinhibition 
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entspricht einem physiologischen Charakteristikum benigner Zellen und unterstreicht 
die in dieser Arbeit gezeigte geringe Migrationsaktivität. 
Lipton et al. unterschrichen diese These, indem sie das 3T3-Migrationspotential in 
Abhängigkeit von Wachstumsfaktoren in verschiedenen Seren testeten. Es zeigte sich 
eine limitierte Abhängigkeit der Migrationsaktivität von FKS. Es stellte sich heraus, 
dass die Anwesenheit von FKS und der Verlust von Zell-Zell-Kontakten zur DNA-
Synthese und zu Migrationsaktivität führten (Lipton et al., 1971). 
Albini et al. zeigten 1987 ebenfalls eine chemotaktische Aktivität von 3T3-Zellen. In 
ihrer Arbeit wurde eine blind-well-Chemotaxiskammer mit 13 mm Durchmesser und 8 
µm Porengröße sowie die Befüllung des unteren Anteils mit DMEM unter Zugabe von 
10% FKS verwendet. Weiterhin wurde die Migrationsmembran mit 25, 50 oder 100 µg 
Matrigel beschichtet. Die Versuchsbedingungen waren also durchaus vergleichbar mit 
denen der vorliegenden Arbeit. Albini et al. verglichen 3T3-Zellen mit humanen und 
murinen Zelllinien, darunter auch mit vielen Karzinomlinien. Beispielsweise wurden 
Ha-ras-tranzfizierte 3T3-Zellen (aktiviertes ras-Onkogen), Melanomzelllinien mit 
verschiedenen Metastasierungsgraden, T24/3T3-Zellen (transfiziert mit DNA des 
Blasenkarzinoms), normale Prostata-Zellen, Zellen der benignen Prostata-Hyperplasie 
und Zellen des Prostata-Karzinoms in ihrer migratorischen Aktivität überprüft. Die 3T3-
Zelllinie wurde als Vergleichszelllinie genutzt und zeigte in allen Experimenten die 
geringste Migrationsaktivität (Albini et al., 1987). 
Sack et al. verglichen 2005 erstmals in vivo das Migrations- und Invasionspotential von 
3T3-Zellen mit dem von LS48-Zellen. Dazu wurden definierte Zellpopulationen in die 
Kniegelenke von SCID-Mäusen implantiert und die Reaktion überwacht. Eine 
signifikante Knieschwellung und Knorpelzerstörung konnte nur durch LS48-Zellen 
beobachtet werden, nicht jedoch durch 3T3-Zellen. Dabei wurde eine große Ähnlichkeit 
zwischen beiden Zelllinien herausgestellt, besonders ihre Adhärenz, Zellkerngröße und 
das nukleozytoplasmatische Verhältnis betreffend (Sack et al., 2005a). Derselben 
Forschungseinheit gelang ebenfalls im Jahr 2005 der Nachweis einer Knorpelzerstörung 
bei explantiertem Schweineknorpel in vitro durch LS48-Zellen. Unter Abwesenheit von 
FKS gelang dieser Nachweis nicht (Sack et al., 2005b). Eine deutliche Zunahme der 
Migrationsaktivität war nur mit FKS-versetztem Medium zu verzeichnen.  
Die meisten hier diskutierten Ergebnisse wurden gemäß den gegebenen 
Literaturangaben erwartet. Es zeigte sich überall eine geringe Migrationsaktivität von 
3T3-Zellen. Lediglich die leicht reduzierte Migrationsaktivität der 3T3-Zellen unter 
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FKS-Einfluss deckt sich nicht vollständig mit den von Lipton et al. erzielten 
Ergebnissen. Diese Forschungsgruppe beschrieb aber auch die Limitierung der 3T3-
Migration und das zwingende Vorhandensein von mindestens zwei 
migrationsfördernden Faktoren zur Induzierung der DNA-Synthese und von Migration. 
Eine erhöhte Migration der 3T3-Zellen unter FKS-Einfluss konnte in der vorliegenden 
Arbeit nicht bestätigt werden, bisweilen der Verlust von Zell-Zell-Kontakten als 
weiterer Faktor nicht nachweislich gegeben war. 
Die in dieser Arbeit beschriebene erhöhte Migrationsaktivität der LS48-Zellen unter 
FKS-Einfluss deckt sich mit vorangegangenen Untersuchungen (Sack et al., 2005b; 
Sehm, 2004; Treese et al., 2008), wurde jedoch erstmalig in einem kommerziellen 
Migrationsassay nachgewiesen. 
4.2.1.2 Migration humaner Zelllinien und RASF 
Weiterhin wurde die Migrationsaktivität von RASF und humanen Fibroblastenzelllinien 
unter denselben Versuchsbedingungen verglichen. 
Es konnte keine erhöhte Migrationsaktivität bei RASF und TK173-Zellen durch den 
Einsatz des Chemoattraktants festgestellt werden wohingegen TK188-Zellen eine etwa 
50 %-ig gesteigerte Migration zeigten. 
Bei der Migration unter FKS-Einfluss gab es zwischen RASF und TK173-Zellen keinen 
statistisch signifikanten Unterschied. TK188 erreichten jedoch gegenüber RASF eine 
um etwa 70 % gesteigerte Migration, gegenüber TK173 sogar eine um etwa 130 % 
gesteigerte Migration. 
Zu den beiden untersuchten humanen Zelllinien liegen nur wenig wissenschaftliche 
Untersuchungen der Migrationsaktivität vor. Es gibt allerdings einige Betrachtungen zur 
renalen Fibrose, da es sich bei den TK-Zelllinien um renale Fibroblasten handelt. Die 
Zellen der Linie TK173 enstammen einer morphologisch gesunden humanen Niere. 
Hingegen leiten sich die TK188 Zellen aus einer Niere mit tubulointerstitieller Fibrose 
bei bekannter IgA-Nephritis ab. Sie stellen somit ein pathologisches Korrelat zur 
Zelllinie TK173 dar. Dihazi u. a. charakterisierten beide Zelllinien im Hinblick auf 
deren Stoffwechselaktivität bei oxidativem Stress unter dem Gesichtspunkt der renalen 
Fibrose. Diese ist laut Dihazi u. a. sowie Müller et al. durch Einlagerung und 
Akkumulation von Komponenten der EZM gekennzeichnet. Vor allem Kollagen I aber 
auch Kollagen III und IV sowie Proteoglykane und Fibronektin werden eingelagert 
(Razzaque & Taguchi, 2003: S. 142). Außerdem sollen verschiedenste Zytokine und 
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auch Proteasen, wie MMPs eine Rolle bei der Pathogenese der renalen Fibrose spielen 
(Dihazi et al., 2011). Auf den ersten Blick erscheint der Pathomechanismus dieser 
Erkrankung also genau dem Gegenteil der rheumatoiden Arthritis zu entsprechen. Eine 
Gemeinsamkeit beider Erkrankungen ist allerdings das gestörte Verhältnis des Ab- und 
Aufbau der EZM. Es wurde von Dihazi et al. herausgefunden, dass TK188 im 
Gegensatz zu TK173 myofibroblastäre Marker, wie alpha smooth muscle actin (α-SMA) 
oder Desmine, wie Vimentin aufweisen. TK188-Zellen wurden als grundsätzlich 
stoffwechselaktiver charakterisiert und sollen eine vier- bis fünffach potenzierte 
endogene Kollagenproduktion gegenüber TK173 aufweisen. Außerdem wurde 
hyperproliferatives Wachstum sowie erhöhte mitotische Aktivität nachgewiesen (Dihazi 
et al., 2011). Die Proteinanalyse zeigte bei TK188 erhöhte Mengen von 
Strukturproteinen sowie von Proteinen des ER-Stress und des oxidativem Stress. 
Wurden TK173 osmotischem Stress ausgesetzt fand eine Transformation zu einem 
TK188-ähnlichen Phänotyp statt (Dihazi et al., 2011; Müller et al., 1995; Rodemann & 
Müller, 1991). 
Kondo et al. bestätigten die vornehmliche Synthese von Kollagen I bei 
TK188-Fibroblasten und zeigten ihre erhöhte Migrationsaktivität. Ein Migrationsassay 
mittels Transwell-Kammern von 6,5 mm Durchmesser und 8 µm Porengröße zeigte eine 
dosisabhängige gesteigerte Migrationsaktivität der TK188-Fibroblasten unter TGF-β1-
Einfluss (Kondo et al., 2004). Lam et al. untersuchten ebenfalls den TGF-β1-Einfluss 
und konnten eine erhöhte Synthese von Matrixproteinen feststellen. Dieser Nachweis 
gelang auch unter dem alleinigen Zusatz hochprozentiger Glucose-Lösung (Lam et al., 
2003). 
 
Im Gegensatz zu den TK-Zelllinien gibt es bezüglich primärer RASF sehr viele 
Untersuchungen zur Migrationsaktivität und deren Modifizierbarkeit. In der aktuellen 
Forschung werden dabei zunehmend bekannte oder vermutete Signalwege der 
Migrationsinduktion untersucht. 
Denk et al. zeigten in einem Migrationsassay eine etwa 2,5-fach gesteigerte 
Migrationsaktivität der RASF gegenüber normalen Synovialfibroblasten (Denk et al., 
2010). Frommer et al. zeigten in ihren wissenschaftlichen Betrachtungen eine Zunahme 
der Migrationstätigkeit unter Adiponektin-Einfluss. Bei diesen Untersuchungen wurde 
auch eine Migrationszunahme der RASF von 278% unter Zugabe von 10% FKS als 
Chemoattraktant dargestellt (Frommer et al., 2010, 2012). Xiao et al. bestätigten diese 
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Zahlen in einem Boyden Kammer Transwell Migrationsassay sowie einem 
Invasionsassay mit Matrigelbeschichtung. Dabei konnte eine um etwa den Faktor 3 
erhöhte Migration unter Zugabe von 10% FKS gegenüber der Negativkontrolle ohne 
Chemoattraktant festgestellt werden. GM-CSF wurde ebenso als Chemoattraktant mit 
resultierendem erhöhtem Migrationspotential der RASF identifiziert. Außerdem wurde 
herausgefunden, dass Simvastatin, ein Medikament aus der Gruppe der 
HMG-CoA-Reduktasehemmer, die Migrationsaktivität dosisabhängig hemmen kann 
(Xiao et al., 2012).  
Ou et al. schätzten die Migrationsfähigkeit der RASF als direkte Folge der Aktivierung 
mit nachfolgender erhöhter Expression von CD147 und der MMPs 2 & 9 ein. Außerdem 
wurde in einem Transwell Migrationsassay mit Matrigelbeschichtung nachgewiesen, 
dass das Alkaloid Sinomenin den Gehalt der mRNAs für CD147, MMP-2 und MMP-9 
herabsetzt. Es wurde eine dosisabhängige verringerte Migration gezeigt (Ou et al., 
2010). 
Hot et al. wiesen die erhöhte Migrationsaktivität mittels eines Migrationsassays sowie 
eines Bio-Coat Matrigel Invasionsassays nach. Eine erhöhte Migration unter 
hypoxischen Bedingungen konnte dabei dem TNF-α-Signalweg zugeschrieben werden. 
Über ihn wird IL-17a und damit NF-κB und schließlich die Ausschüttung von MMP-2 
reguliert. Das Hypoxie-Gen CXCR4 wurde dabei hochreguliert. Dementsprechend 
konnten monoklonale Antikörper gegen CXCR4 die Migrationstätigkeit primärer RASF 
senken (Hot et al., 2012). 
Li u. a. bestätigten die erhöhte Migration der RASF unter hypoxischen Bedingungen 
und wiesen in dem Zusammenhang ebenso die Aktivierung von NF-κB und HIF-1α 
(hypoxia inducable factor) mit erhöhter Ausschüttung von IL17a sowie MMP-2 und 
MMP-9 nach (Li et al., 2013).  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte keine erhöhte Migration der RASF gegenüber 
humanen Zelllinien renaler Herkunft bewiesen werden. Dieser Vergleich gestaltet sich 
allerdings aufgrund vorher beschriebener methodischer Probleme als schwierig (siehe 
auch 4.1.2). Auch die in der Literatur vorbeschriebene erhöhte Migration der RASF 
unter der Zugabe eines Chemoattraktants konnte nicht durch signifikante Ergebnisse 
bestätigt werden (Frommer et al., 2010, 2012; Xiao et al., 2012). Dieses Problem kann 
verschiedene Ursachen haben. Zum Einen ist die untersuchte Stichprobe von fünf 
unterschiedlich medikamentös vorbehandelten RASF-Populationen sehr gering. Eine 
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definitive wissenschaftliche Aussage lässt sich also nur bedingt treffen. Weiterhin wurde 
herausgestellt, dass die pathogenetischen Charakteristika der RASF nicht stabil sind, 
sondern vom Aktivierungsniveau der Zellen und damit von extrazellulären 
Milieuveränderungen abhängen. Durch die Explantation der synovialen Fibroblasten 
sowie die notwendigen Passagen wurde die extrazelluläre Umgebung inklusive des pro-
inflammatorischen Zytokinmilieus und der Zell-Zell-Interaktionen, beispielsweise mit 
immunologisch agierenden Zellen, unterbrochen (Kinne et al., 1995; Kontoyiannis & 
Kollias, 2000; Pap et al., 2000a). Die Übertragung des In-vivo-Prozesses der 
Zellmigration von RASF auf einen In-vitro-Migrationsassay unterliegt also vielen 
Unwägbarkeiten, welche die von der aktuellen Literatur abweichenden Ergebnisse 
verursachen könnten. 
 
Das in dieser Arbeit herausgestellte erhöhte Migrationspotential der TK188-Zellen 
deckt sich mit den aktuellen Forschungsergebnissen. Auch die Induktion einer 
verstärkten Migration durch ein Chemoattraktant konnte nachgewiesen werden (Kondo 
et al., 2004; Lam et al., 2003). Die TK173-Zellen dagegen zeigten unter 
Versuchsbedingungen mit und ohne Chemoattraktant keine erhöhte Migration. Auch 
dieses Ergebnis wurde entsprechend des physiologischen Phänotyps dieser Zellen 
erwartet, ist jedoch nicht vorbeschrieben (Dihazi et al., 2011). Über einen Vergleich 
zwischen den Migrationsaktivitäten beider Zelllinien wird in der aktuellen Literatur 
nicht berichtet. Dennoch entspricht das Ergebnis dieses Vergleichs in der vorliegenden 
Arbeit den Erwartungen, da TK188-Zellen bereits in früheren Arbeiten als 
stoffwechselaktiver und mitotisch aktiver als TK173-Zellen charakterisiert wurden. 
Auch das beschriebene hyperproliferative Wachstum ist ein Hinweis auf die erhöhte 
migratorische Aktivität der TK188-Zelllinie (Dihazi et al., 2011). 
Die methodische Überlegung liegt also nahe, Parallelen zwischen den invasiven 
Zelllinien TK188 und LS48 zu ziehen und Gründe für deren erhöhte Migration zu 
erfassen. Es lässt sich grundsätzlich feststellen, dass beide Zelllinien unterschiedlichen 
wissenschaftlichen Betrachtungen sowie augenscheinlich unterschiedlicher 
Pathogenetik unterliegen. Als Gemeinsamkeiten sind der fibroblastäre Zelltyp, die 
Synthese von Kollagenen und matrixdegradierenden Enzymen und das gestörte 
Verhältnis zwischen Ab- und Aufbau der EZM zu nennen (Dihazi et al., 2011; Sack et 
al., 2005a). Auch bei dem Krankheitsbild der RA zeigen aktivierte RASF teilweise 
einen fibrotischen Phänotyp (Steenvoorden et al., 2006). Da es jedoch beim 
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Krankheitsbild der renalen Fibrose eher zu einer Akkumulation und bei der RA zu einer 
Degradation der EZM kommt, muss es auch grundsätzliche Unterschiede zwischen 
TK188- und LS48-Zellen geben, welche einer erhöhten Migration beider Zelllinien 
Rechnung tragen. Daher ist eine Vertiefung der wissenschaftlichen Betrachtung 
notwendig. 
4.2.1.3 Kollagene als Barriere für Zellmigration 
Um die Invasivität von Zellen quantitativ zu erfassen, hat sich in der aktuellen 
Forschung die Verwendung eines Invasivitätsassays etabliert. Diese Methode entspricht 
weitestgehend dem Migrationsassay, mit der Besonderheit, dass die Migrationsmembran 
mit einer definierten Menge Matrigel beschichtet wird. Matrigel soll dabei künstlich die 
Beschaffenheit der Basalmembran nachstellen, sodass die Migration der Zellen 
erschwert bis verhindert wird und Invasionsaktivität nötig ist, um durch die Membran 
zu migrieren. Tumoren epithelialen Ursprungs, Stammzellen sowie invasive Zellen 
besitzen diese Möglichkeit des invasiven Wachstums (Benton et al., 2011). Die 
funktionelle Zusammensetzung von Matrigel kann Kapitel 2.2.1.2 entnommen werden. 
Zusätzlich zu dieser klassischen Methode der Invasivitätserfassung wurden die vier 
untersuchten Zelllinien auf deren Invasivität gegenüber einzelner Strukturproteine der 
EZM überprüft. Dazu wurden die Migrationsmembranen mit definierten Mengen von 
den am häufigsten vorkommenden Kollagenen beschichtet. Zur Verwendung einzelner 
Kollagene im aktuellen Kontext bestehen keine Literaturangaben. Dennoch sind die 
gewonnenen Ergebnisse interessant, da sie Hinweise auf die Gründe erhöhter Invasivität 
geben können und gezeigt wird, ob bestimmte Kollagene durch die Zelllinien bevorzugt 
abgebaut werden. 
 
Untersucht wurde die Invasivität der vier Zelllinien unter und ohne FKS-Einfluss. Da 
nur eine erhöhte Migration auf ein Chemoattraktant hin nachgewiesen werden konnte, 
sollen nachfolgend die Ergebnisse der Invasivitätsuntersuchung unter FKS-Einfluss 
genauer diskutiert werden. 
Die 3T3-Zelllinie wurde an ihrer Migration signifikant durch Kollagen II und IV sowie 
durch Matrigel gehindert. Kollagen III wirkte nicht migrationseinschränkend. Minimal 
wurde die Migration durch Kollagen I gehemmt. Ähnliche Ergebnisse mit anderen 
Signifikanzniveaus konnten bei den LS48-Zellen gezeigt werden.  
Aufgrund des ähnlichen Phänotyps beider Zellreihen wurden auch ähnliche Ergebnisse 
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erwartet. Allerdings war bezüglich der LS48-Zelllinie eher keine Invasionshemmung 
durch Kollagen II vorauszusagen, da Knorpel hauptsächlich aus Kollagen II besteht und 
der Nachweis der Knorpeldegradation in vitro und in vivo bereits erbracht wurde (Sack 
et al., 2005a; Sehm, 2004). Die Invasion der Zelllinie durch die 
Kollagen I- & III-Matrizen wurde jedoch erwartet, da hauptsächlich 
MMP 2- & 9-Aktivitäten bei dieser Zelllinie nachgewiesen wurden und die genannten 
Kollagene als Substrate dieser Enzyme gelten (Bigg et al., 2007; Sehm, 2004: S. 68; 
Treese et al., 2008). Allerdings sollte dann auch ein Basalmembrandurchbruch 
beziehungsweise eine Kollagen-IV-Degradation möglich sein. Da dies nicht 
nachgewiesen werden konnte, wären in dieser Konstellation eine erhöhte MMP-1-, 3- 
oder 13-Sekretion ebenso denkbar. 
 
Die TK173-Zellen wurden an ihrer Migration nur durch Kollagen IV gehindert. Ebenso 
verhält es sich mit der TK188-Zelllinie, jedoch auf einem anderen Signifikanzniveau. 
Dieser Befund entspricht nicht der Erwartung, da Matrigel aufgrund seiner 
Zusammensetzung und seiner Funktion mindestens die gleiche 
migrationseinschränkende Wirkung wie Kollagen IV zeigen müsste. Die hier erzielten 
Ergebnisse deuten auch eine Migrationseinschränkung durch Matrigel an, sind jedoch 
möglicherweise aufgrund der kleinen Stichprobe nicht signifikant. Auffällig ist 
ebenfalls, dass bei Kollagen I-Beschichtung der Migrationsmembran unabhängig vom 
Einsatz des Chemoattraktants keine migrationseinschränkende Wirkung auf die TK188-
Zelllinie beobachtet werden konnte. Bei der Verwendung von FKS zeigten jedoch auch 
Kollagen II und III einen nur wenig migrationshemmenden Effekt. 
Als Gemeinsamkeit der beiden invasiven Zelllinien lässt sich also die vornehmliche 
Kollagen I & III-Degradierung sowie die Invasionshemmung durch Kollagen IV unter 
dem Einfluss eines Chemoattraktants festhalten. 
Kollagen I ist mit über 90% das am häufigsten im Körper vorkommende Kollagen 
(Townsend & Sabiston, 2004: S. 116) und zählt zu den fibrillären Strukturproteinen wie 
auch Kollagen II und III. Bei der wissenschaftlichen Betrachtung der RA spielt 
Kollagen I mit seiner herausragenden Zugfestigkeit eine wichtige Rolle, da es die 
Kollagen II-Fibrillen der Gelenkfläche in der Matrix des Knochens verfestigt (Hoemann 
et al., 2012). Nicht zuletzt korrelieren Biomarker auf Kollagen I-Basis wie CTX-I mit 
dem Ausmaß der Knochenzerstörung durch die RA (Nagase & Tanaka, 2012). Die 
nachgewiesene Kollagen I-Degradierung in vitro entspricht also der Erwartung 
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bezüglich der LS48-Zellen. Die TK188-Zellen zeigten ebenso eine Kollagen-I-
Degradierung in vitro, jedoch wurde bei Experimenten zur renalen Fibrose eher eine 
Kollagen I- und Kollagen III-Akkumulation beobachtet. Degradation und Akkumulation 
schließen einander jedoch nicht aus, weshalb diese Ergebnisse besonders interessant 
erscheinen (Steenvoorden et al., 2006). 
Die gleiche Beobachtung trifft auf die Kollagen III-Degradierung zu. Kollagen III als 
Gerüstprotein ist in Knochen, Knorpel und Dentin enthalten (Müller-Wohlfahrt et al., 
2010: S. 115). Außerdem wird es in synovialen Membranen sowie innerhalb und 
zwischen Organen gefunden (Berg, 2003: S. 18). Die hier nachgewiesene Degradation 
von Kollagen III entspricht also einem erwarteten Vorgang im Sinne der RA. Von den 
TK188-Zellen wurde eher eine Akkumulation dieser EZM-Komponente erwartet (Lam 
et al., 2003). 
Kollagen II ist der Hauptbestandteil der EZM im Gelenk und damit das bedeutendste 
Kollagen im Rahmen der RA. Zusammen mit Typ IX und Typ XI baut es die 
charakteristischen Kollagenfibrillen des hyalinen Knorpels auf. (Arnold & Assoziation 
fur Orthopädische Rheumatologie, 2005: S. 57). Umso erstaunlicher ist es, dass LS48-
Zellen in ihrer Migration durch Kollagen II gehemmt werden konnten. Ebenso 
bemerkenswert ist die Fähigkeit der TK188-Zellen unter FKS-Einfluss durch eine 
Kollagen II-Beschichtung zu migrieren, obwohl renale Zellen in situ kaum mit Kollagen 
II in Berührung kommen. 
Kollagen IV ist das bekannteste nicht-fibrilläre Kollagen, welches ein flächiges 
Netzwerk ausbildet und damit die wichtigste Komponente der Basalmembran darstellt 
(Löffler & Schölmerich, 2008: S. 463). Die Kollagen IV-Beschichtung konnte weder 
von der LS48- noch von der TK188-Zelllinie überwunden werden. Dies entspricht 
einerseits dem erwarteten Ergebnis, da es sich nicht um Tumorzellen handelt, welche 
regelmäßig die Basalmembran überwinden. Andererseits konnten in bisherigen 
Experimenten mit der LS48-Zelllinie erhöhte Aktivitäten der MMPs 2 & 9 
nachgewiesen werden (Sehm, 2004; Treese et al., 2008), welche grundsätzlich Kollagen 
IV enzymatisch auflösen können. 
 
Als weitere Besonderheit konnte Matrigel durch TK188-Zellen überwunden werden. 
Dabei soll Matrigel die Basalmembran mit spezifischen Komponenten noch genauer 
nachbilden. Darunter zählen die Wachstumsfaktoren bFGF, EGF, IGF-1, PDGF, NGF, 
TGF-β sowie die Hauptkomponenten Laminin (56 %), Kollagen IV (31 %), Entaktin 
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(8 %). Insbesondere TGF-β wurde bereits als Fibroseinduktor der TK188-Zellen 
identifiziert und führte zu erhöhter Stoffwechselaktivität (von Fintel, 2011; Friedrich et 
al., 2008). Möglicherweise ist so die Invasivität gegenüber der Matrigelbeschichtung zu 
erklären. 
4.2.1.4 Kollagen-II-Antikörper-Wirkung auf Zellmigration 
Kollagen-Antikörper des IgG- und IgM-Typs werden auch in der RA-Synovialis 
synthetisiert. Die Häufigkeit der nachweisbaren Antikollagen-Antikörper ist bei 
verschiedenen Autoren variabel, erreicht jedoch hohe Werte. Die Prozentsätze positiver 
Reaktionen gegen Kollagen I, II und III liegen im Serum zwischen 62 % und 83 % - in 
der Gelenkflüssigkeit sogar zwischen 75 % und 96 % (Miehle, 2000: S. 451). Die 
Kollagenantikörper spielen eine wichtige Rolle bei der Erklärung des in vivo etablierten 
CAIA-Modells. Die in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikörper binden an 
verschiedene Epitope von Kollagen II (Nandakumar et al., 2004). 
Die migrationseinschränkende Wirkung von Kollagen II konnte durch keinen der 
verwendeten Kollagen-II-Antikörper UL-1, C1, C2 oder M2139 signifikant beeinflusst 
werden. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass vor allem C1- und M2139-
Antikörper in vitro bei Verwendung explantierten Schweineknorpels und in vivo zu 
einer Kollagen-II-Degradierung führen, indem sie durch Bindung an das J1- und C1-
Epitop die fibrilläre Formation des Kollagen II unterdrücken (Croxford et al., 2013; 
Gray et al., 2004; Nandakumar et al., 2003, 2004). Dieser Effekt kann bei beiden 
Antikörpern unabhängig voneinander beobachtet werden, obwohl die Verwendung einer 
1:1-Mischung deutlichere Ergebnisse hervorbringt (Crombie et al., 2005; Nandakumar 
et al., 2004). Die Gründe für die nicht signifikant unterschiedlichen Ergebnisse bei 
Antikörperverwendung können vielseitig sein. Der Zeitpunkt, wann Kollagen II und 
Antikörper zueinander gegeben wurden, könnte bei der Ergebnisermittlung eine 
entscheidende Rolle spielen. Außerdem wurden keine Antikörper-Cocktails eingesetzt 
sondern jeder Antikörper einzeln getestet. Überdies ist die Stichprobe der 
durchgeführten Experimente eher klein. 
4.2.2 Proteasen-vermittelte Migration 
Um die Ursachen verschiedener Migrationseigenschaften der untersuchten invasiven 
Zelllinien zu ergründen, wurden semiquantitative Analysen gängiger Proteasen mittels 
PCR und Western Blot angefertigt. Die zweimalig durchgeführte PCR-Analyse sollte 
Diskussion 
95 
zunächst einen Hinweis auf deutliche Expressionsunterschiede der gesuchten Proteasen 
auf mRNA-Ebene liefern. Der mehrfach durchgeführte Western Blot sollte auf mögliche 
posttranslationale Veränderungen hinweisen und Unterscheidungen zwischen Pro-
Enzym und aktivem Metabolit möglich machen. Auf mRNA-Ebene wurden die 
Proteasen MMP-1, -2, -3, -9, -13 sowie die Kathepsine B, K und L untersucht. Nach 
Auswahl der wichtigsten Ergebnisse wurden im Western Blot-Verfahren die MMPs 1, 3 
und 9 näher untersucht. Eine Übersicht über die Funktionsvielfalt der untersuchten 
Proteasen wurde bereits in Kapitel 2.3.2.1 gezeigt. 
Die mRNAs der Proteinasen MMP-1, MMP-3, sowie MMP-9 und geringfügig von 
Kathepsin B wurden von der murinen Zelllinie LS48 höher exprimiert als von der 
Referenzlinie 3T3. Lediglich die mRNA von MMP-2 wurde geringer ausgebildet.  
Die mRNAs der Proteinasen MMP-2, MMP-9, sowie der Kathepsine K und B wurden 
in der humanen Zelllinie TK188 höher exprimiert als in der Referenzlinie TK173. Die 
mRNAs von MMP-1, MMP-3, MMP-13 und Kathepsin L1 wurden weniger 
ausgebildet.  
Im Vergleich der PCR Ergebnisse mit den Western Blot Ergebnissen wurde deutlich, 
dass die invasiven Zelllinien LS48 und TK188 gegenüber den nicht invasiven Zelllinien 
zwei Gemeinsamkeiten besitzen. Es wurde signifikant mehr MMP-9 und CSTB 
ausgebildet, wenn auch in ungleichem Maße. 
Der Western Blot präzisierte das MMP-9-Ergebnis mit dem Resultat, dass die LS48-
Zellen sowohl im Bezug auf das Proenzym als auch auf die aktive Form deutlich mehr 
MMP-9-Aktivität als 3T3 aufwiesen. Dieses Ergebnis entspricht dem vorangegangener 
Untersuchungen (Sehm, 2004: S. 68; Treese et al., 2008) und stellt außerdem eine 
Gemeinsamkeit mit aktivierten RASF dar (Ainola et al., 2005: S. 9; Huang et al., 2013; 
Palosaari et al., 2003). 
 
Die TK188-Zelllinie zeigte ebenso erhöhte MMP-9-Aktivität, auch wenn diese geringer 
ausfiel. Das Proenzym lag gegenüber der Referenzlinie TK173 im Western Blot sogar 
erniedrigt vor. Interessant ist auch die Tatsache, dass MMP-9/TIMP-1-Komplexe nur 
bei den nicht invasiven Zelllinien gefunden wurden. Bei den invasiven Zelllinien waren 
diese möglicherweise nicht vorhanden oder bereits gespalten und damit MMP-9 in seine 
aktive Form umgesetzt (Roderfeld et al., 2007). Diese These wird durch die 
Beobachtung gestützt, dass hauptsächlich die aktiven Metabolite von MMP-9 bei den 
invasiven Zelllinien erhöht nachgewiesen werden konnten. 
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Bei allen anderen untersuchten mRNAs unterschieden sich die Vergleichsprofile. Hier 
sind besonders die Unterschiede im Expressionsverhalten von MMP-3 und MMP-1 
hervorzuheben. Die LS48-Zelllinie exprimierte etwa 1343 % mehr MMP-3-mRNA als 
ihr nicht invasives Pendant, während bei der TK188-Zelllinie 88 % weniger MMP-3-
mRNA als bei den TK173-Zellen nachgewiesen wurde. Die Western Blot-Analyse 
zeigte dagegen, dass bei den LS48-Zellen vornehmlich das Proenzym nachweisbar war, 
die aktive Form jedoch nicht. Allerdings wurde MMP-3 bei der TK188-Zelllinie sowohl 
in seiner aktiven als auch in der Pro-Form gefunden. Hier widersprechen sich also PCR 
und Western Blot Ergebnisse. 
Im Bezug auf MMP-1 verhält es sich ähnlich. LS48-Zellen exprimierten 284 % mehr 
MMP-1-mRNA als 3T3. Bei TK188-Zellen wurde 82 % weniger MMP-1-mRNA im 
Vergleich zu TK173-Zellen nachgewiesen. Gelelektrophoretisch zeigten beide invasiven 
Zelllinien das Proenzym und die aktive Form erhöht vorliegend. Die Gründe für die 
nachgewiesenen Differenzen zwischen PCR und Western Blot liegen wahrscheinlich in 
der grundlegend verschiedenen Methodik und den bereits erwähnten, 
posttranslationalen Modifikationen (siehe auch Kapitel 4.1.3 und 4.1.4). Denkbar ist 
ebenfalls, dass die die Aktivität der nachgewiesenen MMPs sehr eng in Abhängigkeit 
des umgebenden Zytokinmilieus und des Mediums steht und damit die methodischen 
Differenzen unterschiedliche Ergebnisse bedingen. 
 
Das Resultat einer erhöhten MMP-1 und MMP-3-Sekretion der invasiven Zelllinien ist 
mit den Ergebnissen des Migrationsassays, also der beobachteten Kollagen I- und –III-
Degradierung, vereinbar. In der aktuellen Literatur findet sich jedoch kein 
vergleichbarer Befund zu den Zelllinien. Diese Charakteristika entsprechen jedoch 
denen aktivierter RASF (Ainola et al., 2005; Huang et al., 2013; Li et al., 2013; Tian et 
al., 2013; Tolboom et al., 2002). 
4.2.3 Charakterisierung der humanen Fibroblasten-Zelllinien 
Ein weiterer Schritt zur Ursachenklärung verschiedener Migrationseigenschaften war 
die phänotypische Charakterisierung der humanen TK-Zelllinien mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie. Eine wichtige Referenzarbeit, welche maßgeblich zur 
Interpretation der vorliegenden Ergebnisse beiträgt, ist der Artikel Characterization of 
Fibroblasts Responsible for Cartilage Destruction in Arthritis (Treese et al., 2008). Hier 
wird eine ausführliche phänotypische Charakterisierung der nicht invasiven 3T3- und 
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der invasiven LS48-Zellen beschrieben. Diese Arbeit ermöglicht also Unterschiede und 
Gemeinsamkeiten zwischen den murinen und den humanen Zellen herauszustellen. 
Außerdem liegen zahlreiche wissenschaftliche Artikel über die Charakterisierung 
invasiver, knorpeldestruierender RASF vor, welche ebenso eine Einordnung der 
Ergebnisse in den gegenwärtigen wissenschaftlichen Kontext ermöglichen.  
4.2.3.1 Expression der Adhäsionsmoleküle 
Innerhalb der Gruppe der Adhäsionsmoleküle zeigte die invasive Zelllinie TK188 
gegenüber der nicht invasiven TK173 eine erhöhte Expression der Proteine vom Typ 
CD44 (H-CAM), CD47 (IAP) sowie von CD147 (EMMPRIN). Negative Ergebnisse 
wurden bei Untersuchung von CD11b (Integrin αM), CD51/61 (β-Integrin Rezeptoren) 
sowie CD106 (VCAM-1) gemessen. 
 
Das Glykoprotein H-CAM, verantwortlich für Zelladhäsion, Migration und weitere 
Zell-Zell-Interaktionen wurde von vielen Autoren mit der Pathogenese der RA in 
Verbindung gebracht (Naor & Nedvetzki, 2003; Seemayer et al., 2003). Außerdem 
wurde es bereits mehrfach verstärkt exprimiert auf RASF nachgewiesen (Grisar et al., 
2012; Seemayer et al., 2003) und soll bei Aktivierung die Produktion von MMP-1 und 
Kathepsin K vermitteln (Hirabara et al., 2013). Es konnte weiterhin gezeigt werden, 
dass Anti-CD44-Antikörper in vitro bei explantiertem Knorpelgewebe die 
Geschwindigkeit der Knorpeldesruktion durch RASF signifikant verlangsamen können. 
Dabei soll es eine direkte Korrelation der CD44-Expression und der Stärke des 
Entzündungsgeschehens geben (Neidhart et al., 2000). Auch die in vivo und in vitro 
invasive, murine Zelllinie LS48 zeigte eine erhöhte Expression von H-CAM gegenüber 
der nicht invasiven 3T3-Zelllinie (Treese et al., 2008). 
Das Integrin-assoziierte Protein CD47 (IAP) wurde mit 95,41 % auf nahezu allen 
TK188-Zellen vorgefunden, wobei nur 33,52 % der Referenzlinie TK173 dieses Protein 
aufwiesen. Auch die Rezeptordichte zeigte sich als Ausdruck einer erhöhten 
Fluoreszenzintensität gesteigert. IAP soll bei der Rekrutierung und Aktivierung von 
T-Zellen eine Rolle spielen. Vallejo et al. vermuteten in ihrer Studie eine CD47-
abhängige T-Zell-Aktivierung durch RASF (Vallejo et al., 2003). Eine andere Studie 
kam zu dem Schluss, dass erhöhte CD47-Expression die transendotheliale Migration 
von T-Zellen steigert und damit das lokale Entzündungsgeschehen verstärkt (Azcutia et 
al., 2012). Auch die LS48-Zellen exprimierten vermehrt IAP (Treese et al., 2008). 
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Extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN) wird in der aktuellen 
Literatur als eines der wichtigsten Adhäsionsmoleküle für die Induktion der 
Knorpeldestruktion durch RASF angesehen (Huang et al., 2013; Ou et al., 2010; Zhu et 
al., 2005). Bei erhöhter EMMPRIN-Expression in der Gelenkflüssigkeit der RA-
Patienten konnte die direkte Korrelation der Aktivität der Matrix-Metalloproteasen 2, 3 
sowie 9 mit der Invasivität der RASF hergestellt werden (Huang et al., 2013; Ou et al., 
2010; Zhu et al., 2006). Auch LS48-Zellen zeigten eine signifikante Überexpression im 
Vergleich zu den nicht invasiven 3T3-Zellen (Treese et al., 2008) und eine erhöhte 
Expression der MMPs 1, 2, 3 und 9 (Sehm, 2004). 
Auf den humanen TK-Zelllinien konnten keine β- und α-Integrinrezeptoren (CD51/61) 
nachgewiesen werden. Sie werden für einen Teil des erhöhten Bindungspotentials der 
RASF verantwortlich gemacht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Anti-CD51 
Therapie die Bindung der RASF an der Knorpeloberfläche signifikant verringert 
(Neidhart et al., 2005). Auch auf der invasiven LS48-Zelllinie konnten CD51 und CD61 
nachgewiesen werden (Treese et al., 2008).  
Eine ähnliche Bedeutung innerhalb der RA kommt dem Adhäsionsmolekül VCAM-1 
(CD106) zu, dessen Überexpression in der entzündeten Synovialschicht nachgewiesen 
wurde. Außerdem wird VCAM-1 für die T-Zell-Rekrutierung und Ko-Stimulation 
verantwortlich gemacht (Müller-Ladner et al., 1996; Seemayer et al., 2003). Weder auf 
den untersuchten humanen TK-Zellen noch auf den LS48-Zellen konnte die Expression 
von VCAM-1 belegt werden. Treese et al. gingen von der Annahme aus, dass die 
Abwesenheit von T-Zellen im experimentellen Setting zu diesem Expressionsmuster 
beiträgt (Treese et al., 2008). Die trotzdem nachgewiesene Knorpeldestruktion durch 
LS48-Zellen führt zu der Vermutung, dass ein negativer Befund für einzelne RASF-
typische Oberflächenmoleküle ein destruktives Verhalten von Zellen nicht ausschließt 
(Sack et al., 2005a).  
4.2.3.2 Expression der immunologisch agierenden Proteine 
In der Fraktion immunologisch bedeutsamer Proteine zeigten sich negative Ergebnisse 
auf beiden untersuchten Zelllinien für CD40 (TNFRSF5), CD120a (TNFR1), CD120b 
(TNFR2) und CD154 (TNFSF5, CD40L), also für viele Rezeptoren der TNF-Rezeptor 
Superfamilie. Positive Ergebnisse hingegen lagen für CD55 (DAF), CD95 (Fas-




Eine bedeutende Rolle innerhalb der Pathogenese der RA wird der CD40–CD154-
Achse als Rezeptorkombination der TNF-α-Familie zugesprochen. CD40 wird 
regelmäßig auf B-Zellen gefunden und bindet an den CD40-Liganden CD154, welcher 
auf aktivierten T-Zellen in hohem Maße exprimiert wird (Noelle et al., 1992). Einige 
Autoren gehen davon aus, dass eine erhöhte CD40-Expression, wie auf RASF 
regelmäßig gefunden, zur T-zell-abhängigen B-Zellaktivierung beiträgt (Wassenaar et 
al., 1999). Allerdings wird auch CD154 auf RASF gefunden, was die Vermutung der in 
beiden Richtungen ablaufenden Interaktion zwischen T-Zellen und RASF nahe legt 
(Seemayer et al., 2001). In dieser Rezeptorkonstellation wird ein “Kurzschluss“ 
zwischen T-Zellen und RASF vermutet, welcher zu dem sich selbst verstärkenden 
Entzündungsprozess beiträgt, indem die Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine 
begünstigt wird (Smith, 2005). Weiterhin konnte auf nahezu allen LS48-Zellen CD40 
detektiert werden (Treese et al., 2008). Allerdings ist bekannt, dass RASF bei T-Zell-
Defizienz einen gesunden humanen Knorpel invadieren können (Lefèvre et al., 2009). 
Auch LS48-Zellen haben die Fähigkeit in SCID-Mäusen, also T-Zell-unabhängig, eine 
Knorpeldestruktion zu induzieren (Sack et al., 2005a). Die von Müller-Ladner et al. 
geäußerte Hypothese, dass Signalwege außerhalb der Interaktion mit T-Zellen eine 
bedeutende Rolle in der Pathogenese der RA spielen, wird so unterstützt (Müller-Ladner 
et al., 2007). 
 
Die gemessene erhöhte Expression des Decay Accelerating Factor (CD55) entspricht 
einem Charakteristikum aktivierter RASF. CD55 wurde immerhin auf 68,67 % aller 
TK188-Zellen detektiert (2,24 ΔMFI). Im Gegensatz dazu waren 2,48 % der TK173-
Zellen positiv für CD55 (23,04 ΔMFI). Auf murinen Zellen konnte CD55 nicht 
nachgewiesen werden (Treese et al., 2008). Es bestehen zweierlei Theorien über den 
Einfluss des DAF auf RASF. Hamann et al. sowie Karpus et al. gingen davon aus, dass 
über das CD55/CD97 Rezeptor-Ligandensystem eine Interaktion mit CD97-positiven 
Makrophagen stattfindet und so die synoviale Entzündung aufrechterhalten und 
verstärkt wird (Hamann et al., 1999; Karpus et al., 2012). Piccoli et al. vermuteten, dass 
die im Rahmen der RA einsetzende Aktivierung des Komplementsystems und die 
gegenregulatorische Ausschüttung von CRP direkt mit einer Überexpression von CD55 
zusammenhängen (Piccoli et al., 2011). DAF soll so die exprimierenden Zellen vor 
einer Lyse durch das Komplementsystem und vor einer Phagozytose durch NK-Zellen 
schützen (Finberg et al., 1992; Heeger et al., 2005; Lublin & Atkinson, 1989). 
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Der Fas-Rezeptor CD95 wurde auf beiden untersuchten Zelllinien schwach positiv 
erfasst (3,34 % der TK188-Zellen vs. 3,68 % der TK173-Zellen). Die gemessene 
mittlere Fluoreszenzaktivität zeigte sich ebenso sehr gering (0,87 vs. 1,89 ΔMFI). Auch 
auf einigen RASF wurde der Fas-Rezeptor in schwacher Ausprägung gefunden, scheint 
jedoch durch abnorme, genetische Polymorphismen in seiner Funktion eingeschränkt zu 
sein (Mohammadzadeh et al., 2012; Rodríguez-Bayona et al., 2007). Dieser Umstand 
gewährt RASF eine außergewöhnliche Resistenz gegenüber Fas-vermittelter Apoptose. 
In Tiermodellen wurde durch Verstärkung der Fas-Aktivität bereits eine Reduktion der 
synovialen Entzündung nachgewiesen (Peng, 2006). Auch auf den untersuchten 
murinen Zelllinien wurde der Fas-Rezeptor schwach positiv erfasst (Treese et al., 2008). 
CD262 (DR5) als einziger positiv gemessener Vertreter der TNF-Rezeptor Superfamilie 
zeigte sich auf 6,86 % der TK188-Zellen (6 ΔMFI) sowie weniger exprimiert auf 2,34 
% der TK173-Zellen (1,55 ΔMFI). Auch auf RASF wurde dieser apoptosevermittelnde 
Rezeptor in hoher Zahl und Expressionsdichte gefunden (Ichikawa et al., 2003; 
Miranda-Carús et al., 2004). Monoklonale Anti-DR5 Antikörper konnten im 
Tierversuch eine Reduktion des Schweregrads der Arthritis bewirken (Li et al., 2012). 
Weitere schwach positive Ergebnisse liegen für die Expression der Toll-like Rezeptoren 
2 (CD282) und 4 (CD284) vor. Diese werden auch auf RASF erhöht exprimiert 
vorgefunden und induzieren die Produktion von RANKL, welches wiederum die 
Osteoklastogenese begünstigt. Damit wird ein direkter Zusammenhang zwischen der 
Knochenzerstörung durch die RA und der Expression von TLR-2 und-4 hergestellt (Kim 
et al., 2007). Insbesondere über TLR-4 soll ebenso die Kathepsin K und MMP-1 
Produktion vermittelt werden, was zur Degradation der Kollagene I & II führt und somit 
die Knorpeldestruktion beschleunigt (Hirabara et al., 2013). Über die Aktivierung des 
TLR-2 hingegen wird die Produktion der MMPs 2 und 9 vermittelt sowie Angiogenese, 
Zelladhäsion und –invasion begünstigt (Saber et al., 2011). Die Liganden der TLRs 
können vielfältig sein. Aufgrund ihrer Funktion der Antigenerkennung sind mögliche 
Liganden LPS, dsRNA oder Bestandteile von Bakterien. Innerhalb der RA geht man 
von einer endogenen TLR-Aktivierung durch Hitzeschockproteine, Fibrinogen, freie 
DNA oder Komponenten der EZM aus (Kawai & Akira, 2010). Viele dieser Liganden 
werden durch Zellapoptose im Rahmen der Erkrankung freigesetzt und führen so zur 
Aktivierung der TLRs und zu fortschreitender Gewebsdestruktion. Auch die invasive 
murine Fibroblastenzelllinie LS48 zeichnet sich durch erhöhte Expression von TLR-2 
und -4 aus (Treese et al., 2008). 
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4.2.3.3 Expression von Markerproteinen 
Innerhalb der letzten untersuchten Gruppe der Marker-Proteine zeigten sich negative 
Ergebnisse für CD4 (T-Zell Ko-Rezeptor) sowie CD34 (Mucosialin). Schwach positiv 
hingegen fielen die Ergebnisse für CD116 (GM-CSF Rezeptor) und CD140b (PDGF-
Rezeptor) aus. Auch RASF exprimieren die Rezeptoren des Granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor und des Platelet-derived growth factor.  
Der PDGF-Rezeptor wird auch auf gewöhnlichen Fibroblasten exprimiert und kann als 
Marker für Zellen mesenchymalen Ursprungs dienen (Donovan et al., 2013). PDGF 
fungiert als starker Proliferationsstimulus für RASF und ist für deren Wachstum ohne 
die Adhäsion an ein anderes Gewebe sogar essentiell (Lafyatis et al., 1989; Sarkissian & 
Lafyatis, 1999). Die Stimulation des Rezeptors auf RASF führt zu erhöhter 
Ausschüttung der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-α , IL-6, IL-8 und von MMP-3 
(Rosengren et al., 2010). Damit trägt PDGF innerhalb der RA zu der sich 
selbsterhaltenden Entzündung und Knorpeldestruktion bei. In-vitro-Experimente mit 
Anti-PDGF-Antikörpern konnten die Proliferationsrate von RASF um etwa 70 % 
reduzieren (Sandler et al., 2006). Erstaunlich bei den Ergebnissen der vorliegenden 
Arbeit ist, dass 16,62 % der TK173-Zellen, also der nicht invasiven Zelllinie, diesen 
Rezeptor exprimieren. Im Gegensatz dazu ist er auf der invasiven Zelllinie nur sehr 
schwach exprimiert zu finden. Im Vergleich dazu zeigten Treese et al., dass nahezu alle 
invasiven, murinen LS48-Zellen diesen Rezeptor tragen (Treese et al., 2008). 
Auch GM-CSF dient als Proliferationssignal für RASF und der Rezeptor liegt stark 
exprimiert im Synovialgewebe vor (Berenbaum et al., 1994). Explantierte RASF 
verlieren durch Passagen in vitro den Kontakt zur Synovialflüssigkeit und ihre 
hyperproliferativen Eigenschaften. Eine Behandlung mit GM-CSF konnte die 
Proliferationsfähigkeit dosisabhängig ansteigen lassen, während die Behandlung mit 
einem Anti-GM-CSF Antikörper diese einschränkt hat (Jang et al., 2006). Klinische 
Studien zeigten bereits einen signifikante therapeutische Effekte bei der Behandlung mit 
diesen Antikörpern (Burmester et al., 2012) 
Obwohl die Rezeptoren für GM-CSF und PDGF nur schwach positiv auf den TK-
Zelllinien nachweisbar waren, sind sie doch grundsätzlich vorhanden, was einen 
Anstieg ihrer Expression in einem anderen experimentellen Setting (beispielsweise GM-
CSF / PDGF-Zugabe) nicht ausschließt. 
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4.3 Schlussfolgerungen und Ausblick 
In Übersicht der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse im Vergleich zur aktuellen 
wissenschaftlichen Literatur lassen sich folgende Aussagen im Bezug auf die 
Fragestellung treffen: 
 
1. Die erhöhte Migrationsfähigkeit muriner, invasiver LS48-Zellen gegenüber nicht 
invasiven 3T3-Zellen lässt sich in einem In-vitro-Migrationsassay nachweisen. 
 
2. Primäre humane Fibroblasten der RA-Patienten zeigen in vitro eine erhöhte 
Migration gegenüber der renalen humanen Zelllinie TK173 unter dem Einfluss 
eines Chemoattraktants. Diese Migrationsfähigkeit wird durch die TK188-
Zelllinie übertroffen. 
 
3. In dem durchgeführten Invasionsassay zeigen LS48 und TK188 ähnliche 
Degradierungsmuster der einzelnen Kollagenmatrizen. Die Kollagene I und III 
werden durch beide Zellreihen überwunden. Die Migration dieser Zelllinien wird 
signifikant durch Kollagen IV gehemmt. TK188 zeigt zusätzlich die Fähigkeit 
unter FKS-Einfluss Kollagen II und Matrigel zu invadieren. 
 
4. In vitro kann ein Einfluss auf die Kollagen-II-Degradierung beider invasiver 
Zelllinien durch den Einsatz verschiedener Kollagen-II-Antikörper nicht 
signifikant nachgewiesen werden. 
 
5. Das vergleichbare Migrationsverhalten der invasiven Zelllinien wird durch 
analoge Proteasenproduktion und einen ähnlichen phänotypischen Charakter der 
Zellen bestimmt. 
 
5a. Gegenüber den nicht invasiven Referenzzelllinien werden die RASF-
typischen Proteasen MMP-1, -3 und -9 vermehrt exprimiert. 
 
5b. Es werden die RASF-typischen Adhäsionsmoleküle H-CAM (CD44), IAP 
(CD47) und EMMPRIN (CD147) sowie die immunologisch bedeutsamen 
Marker TLR-2 (CD282), TLR-4 (CD284), DR5 (CD262) von beiden 
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invasiven Zellreihen exprimiert.  
TK188-Zellen zeigen eine zusätzliche Expression der 
apoptosevermittelnden Proteine Fas (CD95) und DAF (CD55) sowie des 
GM-CSF-Rezeptors (CD116) und PDGF-Rezeptors (CD140b). Die RASF-
typischen α/β–Integrine (CD51/61) sowie die Rezeptoren der TNF-Familie 
CD40/CD40L werden nur auf LS48-Zellen nachgewiesen. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit beantworten bislang noch ungeklärte Fragen zur 
Modellzelllinie LS48, werfen allerdings auch neue Fragen im Bezug auf die humanen 
Zelllinien TK173 und TK188 auf.  
 
Erstmals wurde eine erhöhte Produktion der Matrix-Metalloproteinasen 1 und 3 durch 
LS48 nachgewiesen, welche auch maßgeblich an der Knorpeldestruktion durch invasive 
humane Fibroblasten beteiligt sind. Zusammen mit dem erneut nachgewiesenen MMP-
9-Einfluss und der bekannten MMP-2-Beteiligung konnte so im Migrationsassay die 
vornehmliche Degradierung der Kollagene I & III herausgestellt werden. Kollagen II als 
knorpeldefinierende Komponente der extrazellulären Matrix konnte innerhalb des 
Migrationsassays nicht signifikant durch die LS48-Zelllinie überwunden werden. Dies 
wirft die Frage auf, ob invasive Fibroblasten mehr als eine Migrationskammer und ein 
Chemoattraktant benötigen um knorpeldestruierend zu agieren. 
 
Eine hervorragende Ergänzung zur Beantwortung dieser Frage stellen die humanen, 
renalen Zelllinien TK173 und TK188 dar. Überraschenderweise konnte ebenso eine 
erhöhte Invasivität der TK-188-Zelllinie nachgewiesen werden. Dabei ist besonders von 
Interesse, dass TK188 Zellen aus einer Niere mit tubulointerstitieller Fibrose bei 
bekannter IgA-Nephritis abstammen, während TK173 Zellen aus einer morphologisch 
gesunden Niere entnommen wurden. 
TK188 konnte unter Einfluss eines Chemoattraktants im Migrationsassay zusätzlich 
Kollagen II und sogar Matrigel invadieren, wobei letztere Fähigkeit hauptsächlich bei 
Tumorzellen geläufig ist. Dabei scheinen die bekannte erhöhte Stoffwechselaktivität, 
Mitosefähigkeit und Stimulierbarkeit durch Wachstumsfaktoren eine entscheidende 
Rolle zu spielen. Diese Eigenschaften stellen ebenso wichtige Charakteristika 




Die zahlreichen Gemeinsamkeiten weiterer phänotypischer Merkmale zwischen den 
invasiven Zellreihen LS48, TK188 und RASF untermauern ihren wissenschaftlichen 
Nutzen und begründen ihre Invasivität. Beide Zellreihen exprimieren mehr RASF-
typische Proteasen (MMP 1, 3 und 9) als ihre nicht pathologischen Pendants. Es werden 
RASF-typische Adhäsionsmoleküle (H-CAM, IAP, EMMPRIN) sowie immunologisch 
bedeutsame Marker (TLR-2, TLR-4, DR5) von beiden invasiven Zellreihen exprimiert. 
TK188-Zellen zeigen die Expression RASF-typischer, apoptosevermittelnder Proteine 
(Fas, DAF) sowie von Wachstumsfaktorrezeptoren (GM-CSF-Rezeptor, PDGF-
Rezeptor). Die RASF-typischen α/β–Integrine (CD51/61) sowie die Rezeptoren der 
TNF-Familie CD40/CD40L werden nur auf LS48-Zellen nachgewiesen. 
 
Die Interaktion mit T-Zellen scheint eher eine untergeordnete Rolle bei der Begründung 
erhöhter Invasionseigenschaften der TK188-Zellen zu spielen. Daher sollte sie 
besonders geeignet sein, die T-Zell-unabhängige Invasivität von Fibroblasten zu 
untersuchen. Die zusätzliche Expression apoptosevermittelnder Proteine zeigt die 
Möglichkeit auf, deren Modulierbarkeit und nachfolgende Auswirkungen auf 
Invasionseigenschaften zu prüfen. Um die T-Zell-abhängige Destruktion innerhalb der 
RA zu untersuchen, scheint die LS48-Zelllinie phänotypisch geeigneter. 
 
Es lässt sich zusammenfassen, dass die TK188-Zelllinie ein Instrument zur weiteren 
wissenschaftlichen Betrachtung sowohl der RA als auch der renalen Fibrose darstellen 
kann und ihre Erprobung in einem In-vivo-Experiment weitere Erkenntnisse in Aussicht 
stellt. Sollten sich invasive Eigenschaften bestätigen lassen, so stünde erstmals eine 
humane Zelllinie zur Erforschung der RA zur Verfügung. 
Am Ende dieser Arbeit wird deutlich, dass die murine, invasive LS48-Zellreihe 
weiterhin eine exzellente Modellzelllinie für die wissenschaftliche Betrachtung der RA 
darstellt. Neben dem bereits etablierten In-vitro-Knorpel-Kokulturmodell von Sehm et 
al. oder dem in vivo durchgeführten SCID-Maus-Modell von Sack et al. steht nun ein 
In-vitro-Modell zur Verfügung, welches noch schneller die Invasivität von Fibroblasten 
nachweisen kann. Dabei stellt es durch seine einfache Handhabung und durch den 
niedrigen materiellen Aufwand ein weiteres Verfahren zur Erprobung neuartiger 
therapeutischer Strategien dar. Insbesondere die leichte Manipulierbarkeit des 
experimentellen Settings, welches trotzdem ein hohes Maß an Reproduzierbarkeit 
aufweist, zeichnet den Invasivitätsnachweis mittels der Migrationskammer aus. 
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Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch verlaufende, autoimmunreaktive 
Bindegewebserkrankung, welche vorrangig durch eine progressive, entzündliche 
Gelenkdestruktion charakterisiert ist. Bestandteile der multifaktoriellen Ätiologie sind 
eine individuelle genetische Prädisposition, Umweltfaktoren und der mögliche Kontakt 
mit einem unbekannten Agens und fehlgeleiteter Immunantwort. Es ist bekannt, dass im 
Verlauf eine Proliferation synovialer Fibroblasten stattfindet und es zur Migration und 
Rekrutierung immunkompetenter Zellen kommt. Im Zuge der sich verstärkenden 
Entzündung folgen die Ausschüttung einer Vielzahl von Zytokinen und Proteasen sowie 
die phänotypische Transformation der Synoviozyten zu invasiv proliferierenden Zellen 
(RASF). Dieser Prozess führt zur Auflösung der Extrazellulären Matrix (EZM), zu 
Knorpel- und Knochendestruktion und schließlich zu den charakteristischen 
Symptomen der RA. Aktuelle therapeutische Möglichkeiten beschränken sich auf die 
symptomatische Behandlung, da bislang keine kausale Therapie bekannt ist. 
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Demzufolge ist die RA Gegenstand aktueller Forschung, die auf eine Vielzahl 
verschiedener Untersuchungsmodelle zurückgreift. Eine etablierte Zellreihe stellt in 
diesem Zusammenhang die murine, invasive LS48- Zelllinie dar.  
 
Der Forschungsschwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der Analyse der 
Invasivität von primären RASF und Fibroblastenzelllinien (LS48, 3T3, TK173 und 
TK188) in einem In-vitro-Migrationsassay. Des Weiteren soll die Frage geklärt werden, 
inwiefern Beschichtungen der Migrationskammer mit Kollagenmatrizen, Matrigel oder 
Kollagen-II-Antikörpern das Migrationsverhalten der Zellen beeinflussen. Ferner sollen 
mögliche Ursachen für unterschiedliches oder ähnliches Invasionsverhalten mittels der 
Identifikation RASF-typischer Proteasen und Oberflächenmoleküle geklärt werden. 
Dabei kommen die Methoden der Zellkultur, des Migrationsassays, der PCR, des 
Western Blots und der Durchflusszytometrie zur Anwendung. 
Die Ergebnisse bestätigen die erhöhte Migrations- und Invasionsfähigkeit der murinen 
Zelllinie LS48 gegenüber der nicht invasiven Standardfibroblastenzellreihe 3T3 unter 
dem Einfluss von FKS. Auch die gesteigerte Migrationsfähigkeit primärer RASF kann 
unter gleichen Bedingungen herausgestellt werden. Humane TK188-Fibroblasten, 
welche ursprünglich einer fibrotisch transformierten Niere entstammen, zeigen jedoch 
eine weitaus höhere Migrationstätigkeit als primäre RASF oder als die aus einer 
gesunden Niere entnommenen TK173-Fibroblasten. 
Innerhalb des Invasionsassays präsentierten LS48 und TK188 ähnliche 
Degradierungsmuster der einzelnen Komponenten der EZM. Die Kollagene I und III 
wurden durch beide Zellreihen überwunden. Die Migration beider Zelllinien wurde 
signifikant durch Kollagen IV gehemmt. TK188 zeigte zusätzlich die Fähigkeit unter 
dem Einfluss eines Chemoattraktants Kollagen II und Matrigel zu invadieren. Es konnte 
kein Einfluss auf die Kollagen-II-Degradierung beider Zelllinien durch den Einsatz 
verschiedener Kollagen-II-Antikörper nachgewiesen werden. Beide Zellreihen wiesen 
eine erhöhte Synthese der Matrix-Metalloproteasen 1, 3 und 9 gegenüber den 
Referenzzelllinien auf. Die phänotypische Charakterisierung der TK188-Zellen zeigte 
die vermehrte Expression von Adhäsionsmolekülen (H-CAM, IAP, EMMPRIN) und 
von immunologisch agierenden Proteinen (DAF, DR5, TLR-2 und -4) im Vergleich zur 
Referenzlinie TK173. Zusätzlich wurde die Expression der Rezeptoren für 
Wachstumsfaktoren (GM-CSF, PDGF) und dem apoptosevermittelnden Rezeptor Fas 
nachgewiesen. 
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Durch den Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit aktueller, wissenschaftlicher 
Literatur konnten einige interessante Feststellungen getroffen werden. Erstmals wurde 
die Invasivität der Zellreihen LS48 und TK188 in einem Invasionsassay nachgewiesen. 
Zahlreiche Gemeinsamkeiten phänotypischer Charakeristka zwischen LS48, TK188 und 
RASF begründen deren Invasivität. Beide Zellreihen exprimieren mehr RASF-typische 
Proteasen, Adhäsionsmoleküle und immunologisch bedeutsame Proteine als die nicht 
pathologischen Zellreihen. Ebenso weisen sie erhöhte Stoffwechselaktivität und 
Proliferationseigenschaften auf. TK188-Zellen zeigen die Expression RASF-typischer, 
apoptosevermittelnder Proteine sowie die von Wachstumsfaktorrezeptoren. Die RASF-
typischen α/β–Integrine (CD51/61) sowie die Rezeptoren der TNF-Familie 
CD40/CD154 sind nur auf LS48-Zellen nachweisbar. 
 
Die Interaktion mit T-Zellen scheint eher eine untergeordnete Rolle bei der Begründung 
erhöhter Invasionseigenschaften der TK188-Zellen zu spielen. Daher sollte sie 
besonders geeignet sein, die T-Zell-unabhängige Invasivität von Fibroblasten zu 
untersuchen. Die zusätzliche Expression apoptosevermittelnder Proteine und von 
Wachstumsfaktorrezeptoren zeigt die Möglichkeit auf, deren Modulierbarkeit und 
nachfolgende Auswirkungen auf Invasionseigenschaften zu prüfen. Um die T-Zell-
abhängige Destruktion innerhalb der RA zu untersuchen, scheint die LS48-Zelllinie 
phänotypisch geeigneter. 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Zelllinien LS48 und TK188 aufgrund 
ihrer Gemeinsamkeiten mit invasiv-proliferierenden RASF hervorragende Instrumente 
zur weiteren wissenschaftlichen Betrachtung der RA darstellen. Mittels eines In-vitro-
Migrationsassays ist eine schnelle und einfache Erfassung von Migrations- und 
Invasionseigenschaften dieser Zellen möglich. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse 
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Tabelle 9: Murine Primer, ihre Sequenzen und Schmelztemperaturen 
 
























































Tabelle 10: Humane Primer, ihre Sequenzen und Schmelztemperaturen 
 





















































Tabelle 11: Verwendete Antikörper für die Durchflusszytometrie 
 





4 eBioscience 11-0049-71 FITC Mouse IgG1 20 
11b eBioscience 12-0118-73 PE Mouse IgG1 20 
34 BD Biosciences 345801 FITC Mouse IgG1 20 
40 eBioscience 11-0409-42 FITC Mouse IgG1 5 
44 eBioscience 12-0441-81 PE Rat IgG2b 1 
47 BD Pharmingen 556045 FITC Mouse IgG1 20 
51/61 eBioscience 11-0519-73 FITC Mouse IgG1 20 
55 eBioscience 11-0559-73 FITC Mouse IgG1 20 
59 eBioscience 11-0597-71 FITC Mouse IgG2a 5 
95 eBioscience 11-0959-73 FITC Mouse IgG1 20 
106 eBioscience 12-1069-73 PE Mouse IgG1 20 
116 eBioscience 12-1169-73 PE Mouse IgG1 20 
120a Acris SM1185a FITC Mouse IgG2a 10 
120b BD Pharmingen 552418 PE Rat IgG2b 20 
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140b BD Pharmingen 558821 PE Mouse IgG2a 20 
147 BD Pharmingen 555962 FITC Mouse IgG1 20 
154 eBioscience 11-1548-73 FITC Mouse IgG1 20 
262 Acris AM03099FC-N FITC Mouse IgG1  12,5 
282 eBioscience 12-9922-74 PE Mouse IgG2a  20 
284 eBioscience 17-9917-73 APC Mouse IgG2a  20 
 
 
Tabelle 12: Verwendete Isotypkontrollen für die Durchflusszytometrie 
 
Isotyp Kontrolle Firma Produktnmr. Floureszenz eingesetzte 
µl/Test 
Mouse IgG1 kappa eBioscience 17-4714-73 FITC 20 
Mouse IGg2a kappa eBioscience 12-4724-73 PE 20 
Mouse IGg2a kappa eBioscience 12-4724-71 FITC 20 
Mouse IGg2a kappa eBioscience 12-4724-71 APC 20 
Mouse IgG1 kappa eBioscience 12-4714-41 PE 5 
Rat IgG2b kappa eBioscience 12-4031-82 PE 1 
 
Statistische Auswertung der Zellmigration 
Tabelle 13: Statistische Auswertung der 3T3-Zellmigration ohne FKS-Einfluss und mit Beschichtungen 
im Vergleich. 















1317 1,765 0,084 n.s. - 20,78 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
229 0,345 0,732 n.s. - 3,61 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
332 0,423 0,674 n.s. + 2,25 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
154 0,207 0,837 n.s. + 2,43 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 
2577 3,454 0,001 *** - 40,65 % 
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Tabelle 14: Statistische Auswertung der 3T3-Zellmigration unter FKS-Einfluss und mit Beschichtungen 
im Vergleich.  















1039 1,607 0,115 n.s. - 20,22 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
1504 2,681 0,010 ** - 29,18 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
102 0,158 0,875 n.s. + 1,97 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
1497 2,314 0,025 * - 29,04 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 
1645 2,542 0,014 *  - 31,89 % 
 
 
Tabelle 15: Statistische Auswertung der LS48-Zellmigration ohne FKS-Einfluss mit Beschichtungen im 
Vergleich.  















2817 3,487 <0,001 *** - 46,68 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
3217 4,811 <0,001 *** - 53,30 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
2254 3,029 0,004 ** - 37,35 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
2469 3,057 0,004 *** - 40,91 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 









Tabelle 16: Statistische Auswertung der LS48-Zellmigration unter FKS-Einfluss mit Beschichtungen im 
Vergleich.  















794 0,638 0,527 n.s. - 6,12 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
4201 3,888 <0,001 *** - 32,33 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
1143 0,918 0,363 n.s. - 8,80 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
4980 3,997 <0,001 *** - 38,32 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 
7069 5,673 <0,001 *** - 45,61 % 
 
 
Tabelle 17: Statistische Auswertung der TK173-Zellmigration ohne FKS-Einfluss und mit 
Beschichtungen im Vergleich. 















1846 3,776 < 0,001 *** - 46,50 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
2049 4,528 < 0,001 *** - 51,64 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
1739 3,557 < 0,001 *** - 43,80 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
1430 2,925 0,007 ** - 36,02 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 








Tabelle 18: Statistische Auswertung der TK173-Zellmigration unter FKS-Einfluss und mit 
Beschichtungen im Vergleich. 















1004 1,485 0,150 n.s. - 26,84 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
1198 1,914 0,067 n.s. - 32,03 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
1323 1,956 0,061 n.s. - 35,37 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
1534 2,268 0,032 * - 41,02 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 
624 0,923 0,365 n.s. - 16,68 % 
 
 
Tabelle 19: Statistische Auswertung der TK188-Zellmigration ohne FKS-Einfluss mit Beschichtungen im 
Vergleich. 















189 0,215 0,831 n.s. - 3,40 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
3222 4,324 <0,001 *** - 58,04 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
2184 2,477 0,019 ** - 39,34 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
2202 2,498 0,019 ** - 39,67 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 






Tabelle 20: Statistische Auswertung der TK88-Zellmigration unter FKS-Einfluss mit Beschichtungen im 
Vergleich. 















150 0,136 0,893 n.s. + 1,77 % 
Kollagen-II-
Beschichtung 
973 0,975 0,338 n.s. - 11,52 % 
Kollagen-III-
Beschichtung 
172 0,156 0,877 n.s. - 2,05 % 
Kollagen-IV-
Beschichtung 
3101 2,805 0,009 ** - 36,63 % 
EZM-Gel-
Beschichtung 
2058 1,861 0,073 n.s. - 24,32 % 
 
 
Tabelle 21: Oberflächenmoleküle, ihr Vorkommen und ihre Funktion 
 
OFM Vorkommen Funktion des Proteins Referenz 







(Schütt & Broeker, 







Adhäsion von neutrophilen 
Granulozyten und Monozyten 
mit dem Endothel und Proteinen 
der EZM, Chemotaxis, 
Apoptose 









wichtig für Zelladhäsion und 
Zellmigrationsaktivitäten  





Aktivierung, Kostimulation der 
Zytokinproduktion, 
Immunantwort 
(Schütt & Broeker, 
2008: S. 66) 
CD 
44 







































Vermittelt Adhäsion zur EZM, 
Interaktion mit vielen 
Komponenten der EZM 
(Schütt & Broeker, 









Komplementfaktor C5 und 
schützt so vor Lyse durch das 
Komplementsystem  




Viele Zelltypen Fas-Rezeptor, 
Apoptosevermittlung, 
begünstigt Tumorenwachstum  







VCAM-1, v.a. für Leukozyten 
& Melanomzellen 








Produktion von Leukozyten 
(Schütt & Broeker, 
2008: S. 216) 
CD 
120a 
Viele Zellzelltypen Gehört zur TNF-Rezeptor-
Familie, bindet v.a. TNF-α, 
reguliert Apoptose, 
Inflammation 
(Schütt & Broeker, 
2008: S. 217) 
CD 
120b 
Viele Zelltypen Gehört zur TNF-Rezeptor-
Familie, reguliert Apoptose 
(Schütt & Broeker, 







growth factor receptor 
(PDGFRB), bindet 
Wachstumsfaktoren, Vermittelt 
in Kombination mit TNF-
Rezeptoren die Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine 













Vermittlung der Immunantwort, 
beteiligt an Produktion der 
MMPs 
(Yurchenko et al., 










(Schütt & Broeker, 
2008: S. 221) 
CD 
262 
Viele Zelltypen Gehört zur TNF-Rezeptor-
Familie, vertmittelt Apoptose-
Signal 
(Schütt & Broeker, 






Toll-like receptor 2, TLR-2, 
Pathogenerkennung, vermittelt 
Zytokinproduktion 
(Schütt & Broeker, 










Toll-like receptor 4, TLR-4, 
Erkennung von 
Lipopolysacchariden gram-
negativer Bakterien, Initiierung 
der Immunantwort, vermittelt 
Zytokinproduktion 
(Schütt & Broeker, 
2008: S. 236) 
 
 
Tabelle 22: Histogrammsammlung der Durchflusszytometrie 
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CD 4 0,33 0,15 -0,04 -1,16 - 
CD 11b 0,22 0,18 -0,46 -0,7 - 
CD 34 0,09 0,7 0,93 -0,24 - 
CD 40 0,79 0,61 1,69 0,93 - 
CD 44 99,83 100 238,07 699,65 + 194 % 
CD 47 33,52 95,41 14,61 40,91 + 180 % 
CD 51/61 0,83 1,09 1,69 0,93 - 
CD 55 2,48 68,67 2,24 23,04 + 929 % 
CD 95 3,68 3,34 1,89 0,87 - 
CD 106 0,11 0,09 -0,92 -1,09 - 
CD 116 2,3 1,74 0,91 0,86 - 
CD 120a 0,71 0,84 0,39 0,64 - 
CD 120b 0,55 0,56 0,09 0,1 - 
CD 140b 16,62 0,87 6,411 3,02 - 53 % 
CD 147 98,82 99,93 83,77 192,24 + 129 % 
CD 154 0,25 0,52 -0,31 -0,44 - 
CD 262 2,34 6,86 1,55 6 + 289 % 
CD 282 3,47 1,44 1,9 3,44 + 81 % 
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